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????? ??? ?? ? ???????????????? ??????? ?????????? ????? ??? ? ????? ? ? ? ???????
????? ???????? ??? ? ?? ?? ??? ??????? ???  95%
?????????? ??? ??? ?? ????? ?? ?????? ???? ? ? ?? ???????? ??  V. harveyi
??? ??? ???????????  TSA (tryptic soy agar) ???? ??? ???????????? ??? ???????? ???? ?
?? ?? ??? ??? ??? ??? ? ?? ?? ?????? ?????? ??? ?? ? ?????? ????????? ????? ??? ?? ?
V. harveyi ??? ?? 5 x 109 ?????/?? ??? ?? ??? ???? ? ? ??????? ???? ??? ?? ? ? ???? ?? ???
????? ???  5.43 ??? ??? 12 ??? ?????? ????? ???? ?????? ??? ???? ????? ??? ??? ?? ?
V. harveyi ??? ??? ???????????? TSB (tryptic soy broth) ??? ???? ? ? ?? ???? ????? ? ?
???????? ?? ? ???? ?? ??? ?????? ?????? ??? ?? ? ??????? ????? ???  6.83 ??? ??? 12 ??? ???
???? ?? ????? ?? 5 x 107 ?????/?? ??? ?????????????? ??? ?????? ?? ??  V. harveyi ??? ??? ?
??????????? TSB ?? ????????????  V. harveyi ??? ??? ???????????  TSA 100 ??? ???
??? ?????????? ?? ??? ????????????? TSB ??? ? ?????????? ????? ?? ??????????
TSA   ????????? ????? ? ? ??????? ???? ??? ?? ????? ???? ???? ? ?? ? V. harveyi ??
??? ???? ? ?? ??? ?????? ?? ????? ??? ? ?? ? 0.85% NaCl ??? ??? ? ?? ?? ???????? ??
????? ? ? ??????? ???? ??? ?? ? ? ???? ??? ??? ?? ???? ?????? ?? ????? ???? ?? ??? ?? ?
V. harveyi ??? inactive  ???? ??? ? ??? ?? ????? ????????? (white spot syndrome virus) 
??? ????? ?? ??? ? ?????? ??? Escherichia coli ??? Vibrio cholerae ?????????????? ???
?? ??? ? ??????? ??? ???????? ? ? ??????? ???? ??? ?? ?? ????????????? ??? ?????? ???
?? ???? ?? ?????? ??? ????????? ??? ?????????? ???? ?
(5)
Thesis Title Response of Penaeus merguiensis Lectin to Pathogen and
 Non-pathogen




 Lectins are carbohydrate-binding proteins that agglutinate erythrocytes, 
bacteria, viruses and other cells through interaction with appropriate complementary 
ligands. In invertebrates including crustaceans, lectins are known to play an important 
role in innate immunity. 
In this study, hemagglutination test of rabbit red blood cells was used to 
determine the activity of banana shrimp lectin. Determination of lectin activity was 
performed in various tissues of banana shrimps. The highest activity was detected in 
the shrimp serum and lower activities were found in the extract fractions from 
hepatopancreas, ovary, stomach and intestine, respectively, whereas none was shown 
in the muscle, heart and hemocyte lysate. 
A lectin from the hemolymph of banana shrimps was isolated by affinity 
chromatography on a Fetuin-agarose column with an increasing in HA to 1,057-fold of 
the initial serum. Further purification of the putative lectin by re-chromatography on a 
new Fetuin-agarose column, resulted in increasing in HA up to 1,898-fold of the initial 
serum. By using Fetuin-agarose columns twice, sialic acid-specific lectin was 
successfully purified from the serum of banana shrimps. The purified lectin showed a 
single band on polyacrylamide gel electrophoresis under nondenaturing condition.
Challenging of banana shrimps by the pathogenic bacterium, Vibrio
harveyi, could increase lectin levels in the hemolymph. After injecting the shrimps with 
V. harveyi, the HA levels in the hemolymph were significantly increased from hour 0 to 
hour 6 and reached the highest at hour 12 of post-injection and then subsequently 
declined at hour 18 and 24, respectively. In similar, the specific HA of lectin in of the
(6)
hemolymph showed parallel patterns as the HA levels of the same samples, and the 
values were higher than that of the control. It was found that the total protein in shrimp 
hemolymph decreased as time after the challenge injection in the control, but the 
specific activity did not change significantly (p< 0.05). 
By means of various doses of pathogenic challenging with bacteria    
pre-cultured on tryptic soy agar (TSA), shrimps showed response in significantly 
increasing of lectin levels in the hemolymph as injected doses increase. Injection of 
shrimps with V. harveyi at 5 x 109 cells/shrimp produced the highest increment of HA 
levels of hemolymph lectin up to 5.43-fold at 12 hours post-injection. In a similar 
manner, the increase due to injection with bacteria pre-cultured in tryptic soy broth 
(TSB) was dose-dependent, the highest HA increment of 6.83-fold was found at 12 
hours after challenge with 5 x 107 cells/shrimp. These results suggest that V. harveyi
cultured in TSB were 100 times more active than those cultured on TSA since they 
grew better with sufficient nutrients in TBS than on TSA. Moreover, HA levels in the 
hemolymp of shrimps with V. harveyi injection at all doses were significantly higher than 
that of controls which were injected with 0.85% NaCl. In contrast, HA in the hemolymp 
of shrimps injected by inactive V. harveyi, white spot syndrome virus or their non-
pathogenic bacteria such as Escherichia coli and Vibrio cholerae, increased slightly than 
that of controls. These results indicate that the incretion of HA levels of lectin in 
hemolymph may respond specifically to the pathogenic infection as a defense 
mechanism in banana shrimps. 
(7)
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?????   (7) 
???????????  (8) 
????????   (9) 
?? ?? ??? ? ?? ????? ??  (10) 
1. ????   1 
???? ?? ???? ? 1 
????????????? 3 
?? ?? ?????? 33 
2. ?? ?? ?? ???? ???? ? ?? 34 
?? ?? 34 
?? ???? 35 
?? ? ?? 36 
3. ??????????????? ???? 45 
4. ???   94 
???????? ???   96 
???????  111 




1 ??? ???????? ???? ?? ?? ?????????? ?????? ? 5 
2 ???? ? ??????? ?????? ??? Penaeus ??????  13 
3 ????? ??? ???? ??? ? ??? ???? ? ?????? ???? ? 47 
4 ????? ? ? ??????? ???????? ???? ???? ?????? ???? ? 52
5 ????? ? ? ??????? ???? ? ? ?????? ?? ??? ????? ?? ?????
V. harveyi ??? ?? 3 x 107 ?????/?? ???    
56
6 ????? ? ? ??????? ???? ? ?????? ??? ? ????  V. harveyi ??? ??
2-5 x 107 ?????/?? ???    
60
7 ????? ? ? ? ???????????? ???? ? ?????? ??? ? ????  V. harveyi
??? ?? 2-5 x 107 ?????/?? ???    
62
8 ????? ? ? ??????? ???? ? ?????? ??? ? ????  V. harveyi
??? ?? 5 x 106 - 5 x 109 ?????/?? ???
66
9 ????? ? ? ? ???????????? ???? ? ?????? ??? ? ????  V. harveyi
??? ?? 5 x 106 - 5 x 109 ?????/?? ???
68
10 ????? ? ? ??????? ???? ? ?????? ??? ? ????? ?? ???  WSSV 73 
11 ????? ? ? ? ???????????? ???? ? ?????? ??? ? ????? ?? ???  WSSV 75 
12 ????? ? ? ? ???????????? ???? ? ????????? ?? ?????? ??? ??
?? ?????? ?? ???  WSSV ??? 12 ??? ???
78
13 ????? ? ? ??????? ???? ? ? ?????? ?? ??? ????? ?? ?????
V. harveyi ??? ??? ???????????? TSB ??? ?? 5 x 106 ?????/?? ???
83
14 ????? ? ? ??????? ???? ? ?????? ??? ? ?? ?????  V. harveyi ??? ??? ?
??????????? ??? ?? 5 x 104 - 5 x 107 ?????/?? ???
87
15 ????? ? ? ? ???????????? ???? ? ?????? ??? ? ?? ? V. harveyi
??? ??? ???????????? ??? ?? 5 x 104 - 5 x 107 ?????/?? ???
89
16 ???? ???? ????? ???????? ???? ? ?????? ??? ? ?? ?????  V. harveyi ???





1 ??????????????? ???? MBL ??? Ficolin 8 
2 ??? ????????? ???? ??????? (CRD ) ??? MBL ?? ?????? ??? ??? ??? ? 9 
3 ????? ???????? ?? ????? ????????????? ??????  opsonization
??? phagocytosis
20
4 ????? ???????? ?? ????? ????????????? ?????????
????? ?? ??? ???? (hemolysis)
21
5 ??? ???? ? (banana shrimp, Penaeus merguiensis) 22 
6 ??????? ????????? ??????? 28 
7 ??? ????? ??????? ?? ?????? 29 
8 ??????????? ????? ? ?? ????? ?? Fetuin-agarose ???? ??? 1 46 
9 ??????????? ?????? ???? ????? ???? ?? ??????? ? ?????? ???
???????????????????? ??? ?? ??? ?? ? ??? ?????? ?? Fetuin-agarose
2 ???? ??? ?? ????????? ?????
48
10 ??????????????????? ??  FF1 ??? ?? ?????? ?? Fetuin-agarose
???? ??? 1 ?? ????? ?? Fetuin-agarose ???? ??? 2
50
11 ????? ? ? ??????? ???? ? ? ?????? ?? ??? ????? ?? ?????  V. harveyi  55 
12 ????? ? ? ??????? ???? ? ?????? ??? ? ????  V. harveyi ??? ??
2-5 x 107 ?????/?? ???    
58
13 ????? ? ? ??????? ???? ? ?????? ??? ? ????  V. harveyi ??? ??
5 x 106 - 5 x 109 ?????/?? ???
64
14 ????? ? ? ??????? ???? ? ?????? ??? ? ????? ?? ???  WSSV 71 
15 ?????? ?????????? ?? V. harveyi ??? ??? ???????????? TSB 
??? ???? 24 ??? ???
81
16 ????? ? ? ??????? ???? ? ? ?????? ? ? ??? ????? ??? ?? ?????
V. harveyi ??? ??? ???????????? TSB ??? ?? 5 x 106 ?????/?? ???
82
17 ????? ? ? ??????? ???? ? ?????? ??? ? ????  V. harveyi ??? ??? ???
????????? TSB ??? ?? 5 x 106 - 5 x 109 ?????/?? ???
85
(11)
?? ?? ??? ? ?? ????? ??
°? =   ?????????? ?
A =   absorbance 
BSA =   bovine serum albumin 
CM-cellulose =   carboxymethyl-cellulose            
EDTA =   ethylenediaminetetraacetic acid 
HEPES =   N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid  
mA =   milliampere 
mg =   milligram 
min =   minute 
ml =   milliliter 
mM =   millimolar 
mmole =   millimole 
NAcMur ???  NAM   =   N-acetyl muramic 
NAcGal =   N-acetyl galactosamine 
NAGlc =   N-acetyl-D-glucosamine 
NAcMan =   N-acetyl mannosamine 
NAcNeu ???  NAG =   N-acetyl neuraminic acid 
PAGE =   polyacrylamide gel electrophoresis 
PCA =   plate count agar 
pH =   -log hydrogen ion concentration 
TBS =   50 mM Tris-HCl, pH 7.4-0.15 M NaCl  
TBS-Ca =   50 mM Tris-HCl, pH 7.4-0.1 M NaCl-50 mM CaCl2
TEMED =   N, N, N?, N?-tetramethylethylenediamine
TSA =   tryptic soy agar 
TSB =   tryptic soy broth 
Tris =   tris (hydroxymethyl) aminomethane 
Tris-NaCa =   50 mM Tris-HCl, pH 7.4-0.3 M NaCl-0.1 M CaCl2
% =   percent 





 ปจจุบัน อุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้าสามารถทํารายไดใหแกประเทศไทย 






เน่ืองจากมีปจจัยการผลิตที่เอ้ืออํานวยหลายประการ เชน สภาพดินฟาอากาศที่เหมาะสม และมี
แหลงพอแมพันธุที่ดี เปนตน ทําใหประเทศไทยมีกําลังผลิตกุงทะเลมากขึ้นจนสามารถสงออก
ผลผลิตกุงทะเลจากการเพาะเลี้ยงไดเปนอันดับหน่ึงของโลกติดตอกันมา จากป 2534 จนถึงป 
2543 โดยมีผลผลิตสูงสุด ถึงประมาณ 300,000 ตัน และสงออกนํารายไดเขาประเทศเกือบ 
100,000 ลานบาท (ยุพินท  วิวัฒนชัยเศรษฐ, 2545) ซ่ึงกุงเศรษฐกิจที่สําคัญไดแก กุงกุลาดํา 
(black tiger shrimp, Penaeus monodon) และกุงขาวหรือกุงแปซิฟก (Pacific white shrimp, 
Penaeus vannamei)  แตตั้งแตป 2545 เปนตนมาการเลี้ยงกุงของไทยตองเจอกับปญหาการใช
ยาและสารเคมีทั้งในโรงฟกและฟารมเลี้ยงกุง (ลิลา เรือนแปน, 2545) จนทําใหเกิดปญหายา
ปฏิชีวนะตกคางในเนื้อกุงสงออก ทําใหสหภาพยุโรประงับการนําเขากุงทะเลจากประเทศไทย  





ไดริเร่ิมชักชวนสมาคมผูเลี้ยง กลุมเกษตรกร ธุรกิจที่เกี่ยวของ  และนักวิจัยรวมกันจัดระบบ
อุตสาหกรรมเพาะเลี้ยงกุงใหไดมาตรฐาน  รวมถึงการวิจัยและพัฒนากุงชนิดอ่ืนทดแทน 
  กุงแชบวยมีชื่อสามัญวา banana shrimp มีชื่อวิทยาศาสตรวา Penaeus  
merguiensis และมีชื่อที่ใชเรียกทั่วไปวา กุงขาว กุงหางแดงหรือกุงหางดอก วงศเดียวกับกุง
กุลาดํา เปลือกบาง เน้ือมาก มีรสชาดดี จึงนิยมบริโภคมากกวากุงกุลาดํา ดูแลอนุบาลงายและโต
เร็วกวาลูกกุงกุลาดําในชวงตนของการเลี้ยง  (ศรีรัตน สอดสุข และ พนม กระจางพจน,  2541)    




แชบวยที่เลี้ยงนานกวา 2 เดือน จะมีอัตราการเจริญเติบโตชา เน่ืองจากมีนิสัยที่ไวตอการ
เปลี่ยนแปลงเม่ือสภาวะของน้ําเปลี่ยน ตื่นตกใจงาย และมีอัตราการรอดตายต่ํากวากุงกุลาดําจึง
เปนจุดออนของกุงแชบวยทําใหพัฒนาไดชากวากุงกุลาดํา (ธวัช  ศรีวีระชัย และฐานันดร ทัตตา
นนท, 2538) หากสามารถเลี้ยงกุงแชบวยใหไดขนาดที่ตองการแลวจะพบวากุงแชบวยมีราคาสูง
กวากุงกุลาดําที่มีขนาดเทากัน (เมธี วัฒนสิงห, 2543; สุพจน จึงแยมปน และชัยรัตน พุมชวย, 
2543) ในปจจุบันมีความพยายามเพาะเลี้ยงกุงทะเลในรูปแบบพัฒนา โดยอาศัยพอแมพันธุจาก
ทะเล แตยังไมประสบความสําเร็จเทาที่ควร ปจจุบันแนวโนมการขาดแคลนพอแมพันธุกุงทะเล
จากแหลงธรรมชาติ เ พ่ือใชในการเพาะฟกลูกกุ งไดทวีความรุนแรงมากขึ้นเ น่ืองจาก
สภาพแวดลอมทางทะเลเปลี่ยนไปเปนปจจัยทําใหเกิดโรคตาง ๆ ในสัตวนํ้ามากขึ้น (Wootton  
et al., 2003) และการเลี้ยงลูกกุงในบอเพ่ือใหเปนพอแมพันธุทดแทนจากการจับจากแหลง
ธรรมชาติไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร เน่ืองจากกุงแชบวยมีพฤติกรรมที่เลี้ยงยากและออนแอ
ตอโรค (ธนินทร ศรีทองสุข, 2531) 
จากเหตุผลดังกลาวทําใหมีการศึกษาระบบภูมิคุมกันโรค (immune system) ใน
กุงมากขึ้น ซ่ึงเปนพ้ืนฐานในการควบคุมและแกไขปญหาโรคติดเชื้อในกุง (Bulgakov et al., 
2004) สัตวนํ้าในกลุมอารโธรพอด (arthropod) ซ่ึงเปนสัตวไมมีกระดูกสันหลังไมมีภูมิคุมกันโรค
แบบจําเพาะเจาะจงซึ่งทํางานโดยแอนติบอดี (antibody) แตมีกลไกการปองกันตนเอง (defense 
mechanism) เพ่ือปองกันการบุกรุกของจุลชีพ (microorganism) หรือพาราไซท (parasite) ผาน
โปรตีนในพลาสมา (plasma protein) ในครัสเตเชียน (crustacean) มีโปรตีนที่สําคัญ 2 กลุม   
ที่ เกี่ ยวของกับกลไกการปองกันตนเอง  กลุมแรก  ไดแกระบบโปรฟนอลออกซิ เดส 
(prophenoloxidase (proPO) system) หรือระบบ proPO ซ่ึงเปนกลไกการปองกันตนเองที่
เกี่ยวของกับการสรางเอนไซมฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase, PO) นําไปสูการสังเคราะห   
เมลานิน (melanin) เพ่ือยับยั้งการเจริญของเช้ือโรคผานฟาโกไซโทซิส (phagocytosis) ได 
โปรตีนอีกกลุมคือแอกกลูตินิน (agglutinin) หรือเลคติน (lectin) ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับ
คารโบไฮเดรต (carbohydrate) บนผนังเซลลของจุลชีพทําใหเซลลเกาะกลุม (agglutinate) เพ่ือ
กําจัดการบุกรุกของจุลชีพได (Banerjee et al., 2004) และจากการศึกษาของนิษา ไพจิตร 
(2545) มีการพบเลคตินที่มีความจําเพาะกับนํ้าตาลกรดไซอะลิค (sialic acid) ในฮีโมลิมฟ 
(hemolymph) ของกุงแชบวยที่เพ่ิมสูงขึ้นตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรค Vibrio harveyi  
(Rittidach, 2006) และพบเลคตินโมโนดิน (monodin) จากซีรัม (serum) ของกุงกุลาดําที่ทําให
แบคทีเรีย (bacteria) Vibrio vulnificus ที่กอโรคในกุงกุลาดําเกาะกลุมได (Ratanapo and 
Chulavatnatol, 1990; 1992) นอกจากนี้ Utarabhand และคณะ (2007) พบวาเลคตินจากซีรัม
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ของกุงแชบวยสามารถทําใหเชื้อแบคทีเรียกอโรค V. vulnificus, Vibrio parahemolyticus และ 
V. harveyi เกาะกลุมได แตไมทําใหเชื้อไมกอโรคในกุงเกาะกลุม 
โรคติดเชื้อแบคทีเรียและไวรัส (virus) กอใหเกิดความเสียหายตออุตสาหกรรม
การเพาะเลี้ยงกุงเปนอยางมาก เลคตินซึ่งเปนโปรตีนหน่ึงที่มีบทบาทสําคัญในการตอตานเชื้อ 
จุลชีพตางๆ ในกุงและสัตวในกลุมครัสเตเชียนอ่ืนๆ โดยกลไกการปองกันตนเอง เชน ทําให
เซลลแบคทีเรียหรือเซลลอ่ืนๆ รวมถึงไวรัสบางชนิดเกิดการเกาะกลุม การกระตุนใหเกิดฟาโกไซ
โทซิส และการเกิดออปโซไนซ (opsonization) หรือเลคตินในสัตวไม มีกระดูกสันหลัง 
(invertebrate) บางชนิดกระตุน (activate) ใหเกิดกลไกการปองกันตนเองแบบอ่ืนๆ เชน เลคติน
จากหนอนใบยาสูบ (Manduca sexta) กระตุนใหระบบโปรฟนอลออกซิเดสทํางาน เปนตน    
(Yu et al., 2002 ) และเนื่องจากเลคตินในกุงหลายชนิดตอบสนองตอเชื้อจุลชีพอยางชัดเจนเชน 
เลคตินในกุงแชบวยและกุงกุลาดําที่มีระดับเพ่ิมขึ้นเม่ือถูกบุกรุก (infect) โดยเชื้อกอโรค ดังที่
กลาวมาขางตน งานวิทยานิพนธน้ีจึงสนใจศึกษาการตอบสนองของเลคตินในกุงแชบวยเม่ือมี
การบุกรุกจากเชื้อกอโรคและไมกอโรค นอกจากนี้การทําใหเลคตินบริสุทธิ์มักใชวิธีการแยกโดย
คอลัมนโครมาโทกราฟแบบจําเพาะ (affinity chromatography) เชน Pereyra และคณะ (2004) 
ไดสกัดและทําใหเลคตินจากกุงนาง (crayfish) บริสุทธิ์โดยคอลัมน Fetuin-Sepharose และจาก
การศึกษาโดย Rittidach (2006) ทําใหเลคตินจากกุงแชบวยบริสุทธิ์โดยคอลัมน Fetuin–agarose 
ตามดวยการทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอริซิสแบบเตรียม (preparative polyacrylamide 
gel electrophoresis) ซ่ึงพบวาใชเวลาในการทําคอนขางนานและยุงยาก ฉะน้ันงานวิทยานิพนธ
น้ีสวนหนึ่งจึงไดศึกษาการทําใหเลคตินจากกุงแชบวยบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน Fetuin–agarose    
2 ครั้ง เพ่ือเปนอีกแนวทางสําหรับการทําใหเลคตินจากกุงแชบวยบริสุทธิ์  
 
การตรวจเอกสาร 
1.  ความหมายของเลคติน   
เลคตินเปนโปรตีนที่สามารถจดจําและจับจําเพาะกับคารโบไฮเดรตได คํานิยาม
น้ีถูกเสนอตอคณะกรรมการตั้งชื่อของ Internation Union of Biochemistry โดย Goldstein และ
คณะ (1980) โดยเลคตินสามารถจดจําคารโบไฮเดรตชนิดตางๆ ไดแก นํ้าตาลโมโนแซคคาไรด 
(monosaccharide) หรือโพลีแซคคาไรด (polysaccharide) ชนิดตางๆ รวมถึงนํ้าตาลที่เปน
สวนประกอบของสารชีวโมเลกุลอ่ืนๆ (glycoconjugate) เชน ไกลโคลิพิด (glycolipid) และ   
ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) เปนตน เลคตินมีแหลงจับจําเพาะกับนํ้าตาลอยางนอย 2 ตําแหนง 
(Kocourek and Horejsi, 1981) โดยทั่วไปเซลลเมมเบรน (cell membrane) หรือบริเวณ      
ผิวเซลล (cell surface) มีโครงสรางที่ประกอบดวยโปรตีนและลิพิด (lipid) หลายชนิด  สวนใหญ
จับกับนํ้าตาลตางๆ โดยการไกลโคซิเลชัน (glycosylation) และนํ้าตาลเหลานี้จะเปนตําแหนง
ที่เลคตินสามารถจับกับเซลลหรือสิ่งแปลกปลอมได (Bies et al., 2004) และทําใหเซลลเกิดการ
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เกาะกลุมหรือสามารถตกตะกอน (precipitate) โดยเลคตินจะจับกับนํ้าตาลอยางหลวมๆ ดวย
พันธะที่ไมใชพันธะโควาเลนท (non-covalent bond) และสามารถผันกลับไดเชนเดียวกับการจับ
ระหวางเอนไซม (enzyme) กับสับสเตรท (substrate) และการจับของแอนติเจน (antigen) กับ
แอนติบอดี (Sharon, 1977) เลคตินเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติในสิ่งมีชีวิตไมไดสรางขึ้นจากการ
กระตุนจากสิ่งเราหรือสิ่งแปลกปลอมภายนอกรางกายเหมือนแอนติบอดี ในสิ่งมีชีวิตชนิด
เดียวกันอาจมีเลคตินไดหลายชนิดหรือเลคตินชนิดเดียวกันอาจมีโครงสรางแตกตางกันใน
สิ่งมีชีวิตตางชนิดกัน   
 
2.  เลคตินในสัตว 
 เลคตินพบไดในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ทั้งใน พืช สัตวมีกระดูกสันหลังและไมมี
กระดูกสันหลัง ในสิ่งมีชีวิตชั้นต่ํา เชน รา สาหราย (algae) ยีสต (yeast) แบคทีเรีย หรือไวรัส  
เลคตินอาจอยูในรูปสารละลายหรือเปนสวนประกอบของเมมเบรน (membrane) (Barondes, 
1986) เลคตินจากแหลงตางกันมีนํ้าหนักโมเลกุลและสมบัติแตกตางกัน  เน่ืองจากวิทยานิพนธน้ี
ศึกษาเลคตินในกุงแชบวย  จึงเนนกลาวเฉพาะเลคตินในสัตว   
 ป ค. ศ. 1988 เลคตินสวนใหญถูกแบงเปน  2 กลุม (Drickamer, 1988) คือ   
เลคตินชนิด C (C-type lectin) และ เลคตินชนิด S (S-type lectin) ในปจจุบันยังคงนิยมแยก   
เลคตินออกเปน 2 กลุมเชนเดิม แตแทจริงแลว พบวาแอคทิวิที (activity) และหนาที่ของเลคติน
แตกตางกัน เปนเพราะมีโครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) ที่ตางกัน จากรายงานพบวา   
เลคตินมี 12 โครงสรางใหญๆ ดังแสดงในตารางที่ 1 (Kilpatrick, 2002) โดยเรียกชื่อตางๆ กัน 
เชน เลคตินชนิด C ตองการแคลเซียมไอออน (Ca2+) ในการเกิดปฏิกิริยา สวนเลคตินชนิด S 
ตองการหมูไธออล (thiol group) เปนองคประกอบในการทําปฏิกิริยาในบริเวณที่สามารถจับกับ
นํ้าตาลได ซ่ึงจะกลาวรายละเอียดในลําดับตอไป นอกจากนั้นยังมีเลคตินอ่ืนๆ เชน pentraxin 
อาจรวมอยูในเลคตินชนิด C เน่ืองจากเปนเลคตินที่ตองการแคลเซียมไอออนเปนองคประกอบ 
แตเกิดจากหนวยยอยของสายโพลีเปปไทด (polypeptide) 5 หนวยมาเชื่อมตอกันเปนวงแหวน 
โดยแตละหนวยขดเปนกอนกลมๆ เทาๆ กันเม่ือมาเรียงเขาดวยกันจะมีลักษณะคลายรูปดาว 
ตรงกลางเวา พบในสัตวมีกระดูกสันหลัง สวนใหญแบงเปน 2 ชนิดคือ ชนิดแบบที่เชื่อมโดยสาย
โพลีเปปไทดสั้นๆ พบวาเปนสวนประกอบของ serum amyloid P (SAP) และ C-reactive 
protein (CRP)  อีกชนิดคือเชื่อมโดยสายโพลีเปปไทดยาว ๆ เปนสวนประกอบของ PTX3 
(cytokine modulated molecule) และ pentraxin ตางๆ ที่เกี่ยวของกับระบบประสาท ซ่ึงเลคติน
ทั้งสองชนิดนี้มีหนาที่กระตุนใหระบบตางๆ ที่เกี่ยวของทํางานสมบูรณขึ้น (Kilpatrick, 2002; 
http://en.wikipedia.org/wiki/Pentraxin, retrived April 4, 2008) 
 เลคตินชนิด P (P-type, phosphomannosyl receptor) เปนเลคตินที่เปนโปรตีน
ในเมมเบรน (transmembrane protein) พบในสัตวมีกระดูกสันหลัง โดยจับจําเพาะกับตัวรับ 
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แมนโนส-6-ฟอสเฟต (mannose-6-phosphate receptor) แบงเปนสองชนิดคือ ชนิดแรก พบวา
ตําแหนงที่จับกับนํ้าตาลตองการไดวาเลนทแคทไอออน (divalent  cathion) ชวยในการจับกับ
ตัวรับแมนโนส-6-ฟอสเฟต เรียกวา CD-MPR (cation-dependent mannose-6-phosphate 
receptor)  อีกชนิดไมตองการไดวาเลนทแคทไอออน เรียกวา CI-MPR (cation-independent 
mannose 6-phosphate receptor) (http://www.imperial.ac.uk/research/ animallectins/ 
default.html, accessed 3/10/ 2006)   
 เลคตินบางชนิดนอกจากมีตําแหนงที่จับกับนํ้าตาลแลวยังมีตําแหนงพิเศษอื่น ๆ 
อีก เชน เลคตินชนิด I-type หรือ immunoglobulin (Ig) - type เปนเลคตินที่พบในสัตวมีกระดูก
สันหลัง ซ่ึงนอกจากมีตําแหนงจับกับนํ้าตาลแลวยังมีโดเมน (domain) ที่คลายกับอิมมูโนโกลบู
ลิน (immunoglobulin-like domain) เลคตินชนิด I พบวามีสวนในการกระตุนสารอื่นๆ ในระบบ
ภูมิคุมกันเม่ือมีสิ่งแปลกปลอมเขาสูรางกาย (Kilpatrick, 2002) เลคตินชนิดฟโคลิน (ficolin), 
Tachylectin 5A, 5B และ Limas flavus agglutinin มีบริเวณพิเศษที่คลายกันคือมีโดเมนที่คลาย
ไฟบริโนเจน (fibrinogen-like domain) สวนเลคตินชนิดอ่ืนๆ ดังแสดงในตารางที่ 1 มีสมบัติ
ตางๆ กัน ซ่ึงมีหลายโครงสรางที่สามารถจับจําเพาะกับนํ้าตาลได และบางชนิดสามารถจดจําตอ
สารชีวเคมีอ่ืนๆ นอกเหนือจากคารโบไฮเดรตและไกลโคคอนจูเกต ซ่ึงในจํานวนเลคตินเหลานี้มี
หลายชนิดที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของสัตว โดยสามารถจดจําเชื้อโรคตางๆ ที่
บุกรุกได (Kilpatrick, 2002) จากการศึกษาเลคตินในสัตวหลายชนิด สวนใหญเปนสัตวมีกระดูก
สันหลัง และในสัตวไมมีกระดูกสันหลังบางชนิด เชน เลคตินในสัตวกลุมครัสเตเชียน เลคติน
เหลานี้มักประกอบดวยหนวยยอย (subunit) หลายหนวย แตละหนวยยอยมีตําแหนงจับกับ
คารโบไฮเดรตไดดังที่กลาวมาแลวขางตน เปนโดเมนที่จดจําคารโบไฮเดรตเรียก CRD 
(carbohydrate recognition domain) 
 
    ตาราง 1  ชนิดของเลคตินในสัตวแบงตามโครงสรางปฐมภูมิ 
Structural families of animal lectins 
C-type 
S-type (galectin) 
I-type (siglecs and other) 
P-type (phosphomannosyl receptor) 
Pentraxin 
(Trout) egg lectins 
Calreticulin and calnexin 
ERGIC-53 and VIP-36 
Discoidins 
Eel agglutinins (fucolectins) 
Annexin lectins 
Ficolins 
Tachylectins 5A 5B 
Limas flavus agglutinin 
  (Kilpatrick, 2002) 
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  สวนใหญเลคตินในสัตวไดมีการศึกษาอยางกวางขวาง ในปจจุบันไดมีการ
จําแนกเปน 2 กลุมใหญ ตามลักษณะของสวน CRD  ดังน้ี 
2.1  เลคตินชนิด C  
  จากการศึกษาเลคตินชนิด C พบวา มีจํานวนกรดอะมิโนประมาณ 130 หนวย
ในบริเวณที่เปน CRD (Wang et al., 2007) และเปนบริเวณที่ตองการแคลเซียมไอออน ในการ
เกิดปฏิกิริยา (Sharon and Lis, 1995) ซ่ึงพบวามีสมบัติคือตองการตัวรับจําเพาะ (specific 
receptor) และสามารถจดจําโอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharide) โปรตีนในซีรัม สารชีวโมเลกุล
อ่ืน ๆ ที่อยูนอกเซลล (extracellular matrix)  และโปรตีนหรือลิพิดบริเวณผิวเซลลไดดวย
กระบวนการตางๆ โดยเปนตัวกลางในกระบวนการทางชีวภาพ เชน การเกาะกลุมของเซลล 
การเปลี่ยนแปลงของสารไกลโคโปรตีนในซีรัม และการตอบสนองตอเชื้อกอโรคโดยกระตุนให
เกิดกระบวนการปองกันตนเองในระบบภูมิคุมกัน (Drickamer, 1988) เลคตินชนิด C สามารถ
แบงยอยได 7 ชนิด ที่เปนที่รูจักไดแก ชนิด คอลเลคติน (collectin) และฟโคลิน ซ่ึงพบในสัตว
เลี้ยงลูกดวยนม เลคตินชนิด C เกิดแอคทิวิทีไดดีที่ pH สูงหรือภาวะที่เปนเบส (base) มีพันธะ
ไดซัลไฟด (disulphide bond) ในโครงสรางโมเลกุล มีความจําเพาะกับนํ้าตาลไดหลายชนิด และ
พบในสวนของของเหลวนอกเซลล (extracellular fluid) มักพบเลคตินกลุมน้ีในสัตวเลี้ยงลูกดวย
นม ในปจจุบัน  เลคตินในสัตวกลุมครัสเตเชียนสวนใหญพบวาเปนเลคตินชนิด C กุงสกลุพีเนียส 
(genus Penaeus) ที่ศึกษาพบวาเปนเลคตินชนิด C เชน เลคตินของกุงกุลาดํา, Penaeus 
stylirostris, Penaeus californiensis Parapenaeus longirostris เปนตน (Rittidach  et al., 
2007) สวนเลคตินจากกุง Jasus verreauxi, กุงลายเสือ (kuruma shrimp, Penaeus japonicus), 
Penaeus paulensis เปนชนิดที่ไมตองการแคลเซียมเปนองคประกอบ (Cominetti et al., 2002) 
 2.2  เลคตินชนิด S  
  เลคตินชนิด S เปนเลคตินอีกกลุมหน่ึงในสัตว มีจํานวนกรดอะมิโนบริเวณ 
CRD  ประมาณ 130 หนวยซึ่งคลายกับเลคตินชนิด C ที่แตกตางกันคือเลคตินชนิดนี้ไมตองการ
แคลเซียมไอออนในการเกิดปฏิกิริยาของ CRD แตจับกับสารประกอบคารโบไฮเดรตไดเม่ืออยู
ในภาวะที่มีหมูไธออลซึ่งมักจับจําเพาะกับนํ้าตาลแลคโตส (lactose) โอลิโกแซคคาไรดและไกล
โคคอนจูเกตอ่ืน ๆ ที่มีหนวยเบตา-กาแลคโตส (β-galactose)  เปนองคประกอบ (Drickamer, 
1988; Elola and Fink, 1996) โดยจับที่ตําแหนง เบตา-กาแลคโตไซด (β-galactoside) 
(http://en.wikipedia.org/wiki/Galectin, retrived April 11, 2008) ทําใหบางครั้งเลคตินชนิด S 
เปนที่รูจักในชื่อ กาเลคติน (galectin) กาเลคตินมีหมูไธออลอิสระในโมเลกุล สวนใหญเปน
โปรตีนที่ละลาย (soluble protein) อยูในของเหลวในเซลล (intracellular fluid) และของเหลว
นอกเซลล มักพบเลคตินชนิด S ในสัตวมีกระดูกสันหลังและอาจพบในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง
บางชนิด เชน เลคตินจากฟองน้ําทะเล (Geodia cydonium) เลคตินจากหนอนตัวกลม 
(Caenorhabditis elegans) และเลคตินจากเพรียงหัวหอม (tunicate, Clavelina picta) 
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การศึกษากาเลคตินในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม พบวาโครงสรางของลําดับกรดอะมิโนมีความ
แตกตางกัน จึงแยกกาเลคตินไดมากกวา 10 ชนิด โดยแบงเปนกลุมใหญไดสามกลุมคือ 
prototype galectin, chimera galectin, และ tendendem-repeat galectin (Cooper, 2002)   
กาแลคตินสวนใหญเกี่ยวของกับกระบวนการทางชีวภาพหลายอยาง เชน กาแลคตินชนิด 1 ซ่ึง
เปนกาเลคตินที่พบในทุกเนื้อเยื่อของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม มีสวนชวยกระตุนการเปลี่ยนแปลง
ของเซลล การเกาะติดกันของเซลล กาเลคตินชนิด 3 สามารถจับจําเพาะกับแมคโครฟาจ 
(macrophage) บางชนิดได  




นํ้าตาล และพบในสัตวตางชนิดกัน นอกจากนี้ยังพบไดในเนื้อเยื่อชนิดเดียวกันของสัตวตางชนิด  
คอลเลคตินเปนเลคตินชนิด C ที่มีการศึกษาอยางกวางขวางในสัตวมีกระดูกสัน
หลังโดยเฉพาะในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม มีลักษณะเดนคือมีสวนที่มีโครงสรางคลายคอลลาเจน 
(collagen) อยูในโมเลกุล จึงเรียกอีกอยางวา collagen-like lectin นํ้าตาลตางๆ สามารถจับ
จําเพาะกับคอลเลคตินแตละชนิดไดดวยบริเวณที่เปน CRD ทางปลายคารบอซิลิค (COOH-
terminal end) และกรดอะมิโนบริเวณปลายอะมิโน (NH2-terminal end) มีกรดอะมิโนซิสเตอีน 
(cysteine) ประมาณ   2-3 ตัวหรือมากกวานั้นแลวแตชนิดของคอลเลคติน กรดอะมิโนซิสเตอีนมี
สวนในการยึดจับของแตละหนวยยอยหรือเกิดพันธะภายในสายโพลีเปปไทดของแตละหนอย
ยอยดวยพันธะไดซัลไฟด  การจําแนกคอลเลคตินในปจจุบันพบวามี 7 ชนิด คือ mannose-
binding lectin (MBL) หรือ mannan-binding protein (MBP) , collectin-43 (CL-43), collectin-
46 (CL-46), collectin-L1 (CL-L1), คอนกลูตินิน (conglutinin), ฟโคลิน และคอลเลคตินที่ถูก
สังเคราะหในปอดเรียก surfactant protein (SP) อีก  2 ชนิดคือ SP-A และ SP-D (Jensen      
et al., 2007)  
MBL เปนคอลเลคตินที่ถูกนํามาศึกษาอยางกวางขวาง เน่ืองจากเปนโปรตีนที่
สามารถจดจําตอรูปแบบจําเพาะได ทําใหมีบทบาทสําคัญในระบบภูมิคุมกันโดยจดจําน้ําตาลบาง
ชนิดบนผิวเซลลของเชื้อกอโรคได MBL ประกอบดวยหลายหนวยยอย (oligomer) แตละหนวย
ยอยเปนสายโพลีเปปไทดที่มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 32,000 ดัลตัน (Dalton) จํานวน 3 สาย
พันเปนเกลียว แตละสายถูกแบงออกเปน 3 สวนคือ ทางปลายอะมิโนประกอบดวยกรดอะมิโน
ซิสเตอีนเปนสวนใหญ สวนกลางเปนสวนที่คลายกับคอลลาเจนซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน
ไกลซีน (glycine)  ตามดวยกรดอะมิโนอ่ืนๆ อีกสองชนิด (X-Y) เรียงตอกันซ้ําๆ หลายโมเลกุล 
และสวนปลายคารบอกซิลิค เปนตําแหนงของ CRD ที่ขดมวนเปนทรงกลม (globular) (Jensen 
et al., 2007; Endo et al., 2006 ) ดังแสดงในรูปที่ 1 สวนที่คลายคอลลาเจนสามารถจับกับ
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เอนไซม serine protease (MBL-associated serine proteases, MASPs) ไดซ่ึงนําไปสูการ
กําจัดสิ่งแปลกปลอมโดยกลไกอื่นๆ ในระบบภูมิคุมกันตอไป สวนที่มีซิสเตอีนเปนองคประกอบ
ทางปลายอะมิโนจะทําใหเกิดพันธะโควาเลนตระหวางโพลีเปปไทดแตละสายรวมถึงการยึด
ติดกันระหวางแตละหนวยยอย โดยสวนใหญเลคตินชนิดนี้มี 3-6 หนวยยอย มีนํ้าหนักโมเลกุล
ประมาณ 300,000-650,000 ดัลตัน (Endo et al., 2006) จากรูปที่ 1 MBL มีทั้งหมด 6 หนวย
ยอย ในมนุษยมีตั้งแต 3-5 หนวยยอยที่คนพบในปจจุบัน นํ้าตาลบางชนิดสามารถจับกับเลคติน
ตรงสวนที่เปน CRD ดวยหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl) ตําแหนง 3  และ 4 ของน้ําตาลไพราโนส 
(pyranose) โดยตองการ Ca+2 ในการทําปฏิกิริยา (รูปที่ 2) เลคตินชนิดนี้มีความจําเพาะตอ
นํ้าตาล แมนโนส, NAcGlc, เอ็น-อะซิติลแมนโนซามีน (N-acetyl mannosamine, NAcMan), 
กลูโคส (glucose),  ฟรุคโตส ( fructose) แต มีความจําเพาะนอยตอนํ้าตาลกาแลคโตส 
(galactose) และกรดไซอะลิค และพบวาไกลโคโปรตีนจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนมสวนใหญไม


















                  รูปที่ 1  โดเมนและโครงสรางของ MBL และ Ficolin  














 รูปที่ 2  บริเวณการจดจําคารโบไฮเดรต (CRD ) ของ MBL กับโมเลกุลที่เก่ียวของ 
  ตําแหนงอนุรักษ (conserved residue) ตรงบริเวณ CRD คือ E, 
N, E, N และ D (Glu185, Asn187, Glu193, Asn205, และ Asp206 
ตามลําดับ) สามารถจับจําเพาะกับนํ้าตาลบางชนิดดวยหมูไฮดรอกซิลที่




สวนที่คลายคอลลาเจนแลวยังมีสวนที่คลายไฟบริโนเจน เรียกบริเวณนั้นวา fibrinogen-like 
domain โดยทางปลายอะมิโนมีจํานวนกรดอะมิโนสั้นมาก ประกอบดวยซิสเตอีนเปนสวนใหญ 
สวนกลางเปนสวนที่คลายกับคอลลาเจนที่ประกอบดวยอะมิโนไกลซีน ตามดวยกรดอะมิโนอ่ืนๆ 
อีกสองชนิด (X-Y) เรียงตอกันซํ้าๆ กันเชนเดียวกับ MBL และปลายคารบอกซิลิคเปน 
fibrinogen-like domain ที่ขดมวนเปนทรงกลม ซ่ึงมีลักษณะคลายกับ CRD ใน MBL (รูปที่ 1) 
เลคตินฟโคลินพบในหลายเนื้อเยื่อของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Endo et al., 2006, 2007) ในซีรัม
มนุษยเลคตินนี้จับจําเพาะกับ NAcGlc และถูกแบงเปนสองชนิดคือ L-ficolin และ H-ficolin ซ่ึง
ทั้งสองชนิดสามารถจับกับตัวรับจําเพาะของเอนไซม MASPs เพ่ือนําไปสูการยอยทําลายสิ่ง
แปลกปลอมที่บุกรุกได (Matsushita et al., 2001; 2002) นอกจากนั้นยังพบชนิด M-ficolin ซ่ึง
ไมใชชนิดที่พบในซีรัม (non-serum lectin) แตพบในเม็ดเลือด leukocyte โดยจับจําเพาะกับ
เอนไซม MASPs เพ่ือนําไปสูวิถีเลคตินตอไป (Endo et al., 2006)  มีการศึกษาพบวา M-ficolin 
สามารถจับจําเพาะกับแบคทีเรีย Staphylococcus  aureus (Liu et al., 2005)   
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สวนเลคติน SP-A และ SP-D ซ่ึงถูกสรางที่ปอดสวนใหญทําหนาที่ในระบบ
ภูมิคุมกันโดยทําหนาที่เปนตัวกลางในการกระตุนใหเกิดกระบวนการกําจัดเชื้อโรค เลคติน SP-A 
พบวาสามารถจับจําเพาะกับนํ้าตาลกลูโคส  กาแลคโตสและแลคโตสได สวนเลคตินชนิด SP-D 
มีความจําเพาะตอนํ้าตาลมอลโตส (maltose) ( Ding et al., 2004) 
2.4  เลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง 
 เลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลังมักพบในฮีโมลิมฟ เมือก (mucus) นํ้าในโพรง




ตาง ๆ เชน กุง ปู และหอยเปนตน 
2.4.1  เลคตินในกุง                                                                                                    
 เลคตินในสัตวกลุมครัสเตเชียนรวมถึงกุงสกุลพีเนียส สวนใหญจดจําและจับ
จําเพาะกับหมูเอ็น-อะซิติล (N-acetyl group) ของ aminosugar โดยเฉพาะกรดไซอะลิค ซ่ึงมีหมู
เอ็น-อะซิติล และโอ-อะซิติล (O-acetyl) เปนสวนประกอบหรือนํ้าตาลเอ็น-อะซิติลนิวรามินิค    




ประกอบดวยลิโพโพลีแซคคาไรด (lipopolyssacharide, LPS) ที่มี 2-keto-3-deoxy-octonate   
ซ่ึงมีกรดไซอะลิคประกอบอยู (Cominetti et al., 2002) เลคตินจากกุงพีเนียสที่จําเพาะตอนํ้าตาล
ไซอะลิคและสามารถจดจําผนังเซลลแบคทีเรียหรือจุลชีพอ่ืนๆ ไดมีหลายชนิด เชน เลคตินจาก
ซีรัมของกุงกุลาดําจําเพาะกับกรดไซอะลิค ทําใหเม็ดเลือดแดงของคนหมูเลือด O เกาะกลุม 
เปนเลคตินที่ตองการ Ca2+ และทําใหแบคทีเรีย V. vulnificus ที่กอโรคในกุงกุลาดําเกาะกลุมได 
(Ratanapo and Chulavatnatol, 1990; 1992)  Luo และคณะ (2006) ศึกษาพบเลคตินที่จับกับ
ลิโพโพลีแซคคาไรด (lipopolysaccharide-binding lectin) ในกุงกุลาดํา โดยลิโพโพลีแซคคาไรด
ที่มี O-antigen เปนองคประกอบ จากเชื้อ Escherichia coli สายพันธ O127:B8 สามารถยับยั้ง
การเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายไดดี และพบวาเลคตินที่จับกับลิโพโพลีแซคคาไรดน้ีสามารถ
ทําใหเกิดการออปโซไนซ คือเม่ือเลคตินเพ่ิมปริมาณสูงขึ้นจะกระตุนใหเม็ดเลือดเกิดฟาโกไซโท
ซิสตอสิ่งแปลกปลอมมากขึ้น  นอกจากนี้ Luo และคณะ (2006) ยังพบวาเลคตินของกุงกุลาดํา
สามารถทําใหแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบบางชนิดเกาะกลุมไดเปนอยางดี เชน E. coli, 
Pseudomonas  fluorescens,  Aeromonas  hydrophila  และ  Vibro  alginolyticus    ซ่ึงเปน 
 
 11
แบคทีเรียแกรมลบ และ Micrococcus lysodeikticus ที่เปนแบคทีเรียแกรมบวก และสวนใหญ
เปนแบคทีเรียกอโรคในกุงกุลาดํา ซ่ึงไดแก M.  lysodeikticus, P. fluorescens, A. hydrophila, 
V. alginolyticus สวนแบคทีเรียกอโรค V. parahemolyticus เกิดการเกาะกลุมไดเพียงเล็กนอย 
บงชี้วาเลคตินในกุงกุลาดําตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรคและเปนโปรตีนที่มีบทบาทในระบบ
ภูมิคุมกันของกุง  Yang และคณะ (2007) ศึกษาเลคตินในกุงลายเสือพบวาเปนเลคตินชนิด C มี
ความจําเพาะกับ NAcMan, NAcNeu และลิโพโพลีแซคคาไรด และสามารถทําใหเชื้อกอโรคใน
กุงลายเสือ เชน V. parahemolyticus, A. hydrophila, V. alginolyticus และ M. lysodeikticus 
เกิดการเกาะกลุมได แสดงถึงการเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของกุงชนิดนี้ สําหรับกุงทะเลใน
สกุลพีเนียสอ่ืนๆ ไดมีการศึกษาบางชนิด (species) ดังแสดงในตารางที่ 2  สวนเลคตินใน      
กุงแชบวย พบวาเปนชนิด C และทําใหบริสุทธิ์ไดดวยโครมาโทกราฟแบบจําเพาะโดยคอลัมน 
Feuin-agarose ตามดวยเจลฟลเทรชัน (gel filtration) ดวยคอลัมน Superose 12 พบวามี
นํ้าหนักโมเลกุล 316,200  ดัลตัน (Dalton) มีหนวยยอย 2 ขนาด คือ 32,200 และ 30,900      
ดัลตัน ที่ไมไดจับกันดวยพันธะไดซัลไฟด สามารถทําใหเม็ดเลือดแดงของกระตายและหนูเกิด
การเกาะกลุมไดดีเม่ือเทียบกับเม็ดเลือดแดงหมูตางๆ ของคน  ในการทดลองครั้งนี้จึงเลือกใช
เม็ดเลือดแดงกระตายในการทดลองหาแอคทิวิทีของเลคตินเพราะดูดเลือดไดงายและมีปริมาณ
มากกวาหนู เลคตินของกุงแชบวยมีคารโบไฮเดรตเปนองคประกอบ 4.4% มีความจําเพาะกับ
กรดไซอะลิค หรือนํ้าตาลที่มีหมูเอ็น-อะซิติลเปนองคประกอบเชน NAcMan, NAcGlc, เอ็น-อะซิ
ติลกาแลคโตซามีน (N-acetyl galactosamine, NAcGal) และที่ยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
กระตายไดดีที่สุดคือนํ้าตาล NAcNeu สวนมิวซินจากกระเพาะหมู (porcine stomach mucin) 
และฟทูอิน (fetuin) เปนไกลโคโปรตีนที่ยับยั้งแอคทิวิทีของเลคตินของกุงแชบวยไดดีเชนกัน 
(Utarabhand et al., 2007; Rittidach et al., 2007) นอกจากนี้พบวาเลคตินบริสุทธิ์จาก         
กุงแชบวยยังสามารถทําใหแบคทีเรียกอโรคเกาะกลุมไดเปนอยางดีคือ V.  harveyi และ           
V.  parahemolyticus สวน V. vulnificus สามารถทําใหเกิดการเกาะกลุมไดรองลงมา แตไม
สามารถทําใหเชื้อไมกอโรคในกุงแชบวยไดแก Vibrio cholerae, Salmonella typhi และ E. coli 
เกาะกลุมได แสดงใหเห็นวาเลคตินนี้มีบทบาทเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของกุงแชบวย 
(Rittidach et al., 2007) นอกจากกุงพีเนียสยังพบเลคตินจากฮีโมลิมฟของกุงกามกราม 
(Macrobrachium rosenbergii) ซ่ึงเปนกุงนํ้าจืดมีความจําเพาะตอกรดไซอะลิคเชนกัน เม่ือ
ทําใหเลคตินบริสุทธิ์พบวาประกอบดวยคารโบไฮเดรต 7% มีนํ้าหนักโมเลกุล 19,000 ดัลตัน 
ประกอบดวยสายโพลีเปปไทดขนาด 9,600 ดัลตัน ที่จับกันดวยพันธะไดซัลไฟด (Vazquez et 
al., 1993)  Vazquez และคณะ (1994) รายงานเลคตินชนิด MrL ในกุงกามกรามวาเปนเลคตินที่
สามารถจับจําเพาะกับนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ และสามารถทําใหเซลลแบคทีเรีย
บางชนิดเกาะกลุมไดเชน Pasteurella haemolytica (serotype A12), Bacillus cereus และ 
Aeromona spp. สวน E. coli และ Salmonella izona เกาะกลุมไดนอย ตอมามีการศึกษาพบ    
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เลคตินกุงกามกราม 2 ชนิดคือ MrL-I เปนเลคตินที่ไมสามารถทําใหเม็ดเลือดแดงเกาะกลุมได มี
นํ้าหนักโมเลกุล 62,100, 67,100 และ 81,400 ดัลตัน อีกชนิดคือ MrL-II เปนเลคตินชนิดที่
สามารถเกิดทําใหเม็ดเลือดแดงตาง ๆ เกาะกลุมได และพบวามีหนวยยอยเดียวคือ 9,600 ดัลตัน 
แตพบวาเลคตินทั้งสองชนิดจับจําเพาะกับนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ ซ่ึงไดแก 
NAcGlc, NAcGal, NAcNeu (Pereyra et al., 2004)  เลคตินของกุง Litopenaeus schmitti 
เปนเลคตินชนิด C มีความจําเพาะกับนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ คือ นํ้าตาล 
NAcNeu O-sialoglycoconjugate มิวซินจากวัว (bovine submaxillary mucin)  และพบวา
สามารถจดจําลิโพโพลีแซคคาไรดหลายชนิด เม่ือทําใหเลคตินชนิดนี้บริสุทธิ์พบวามีนํ้าหนัก
โมเลกุล 220,000 ดัลตัน มีหนวยยอยขนาด 31,000 และ 34,000 ดัลตัน (Cominetti et al., 
2002) 
               
               










Biological activity References 
P. californiensis 175,000 41,000 Dependent NAcGlc; NAcGal, 
NAcNeu; Fetuin;  
Bovine mucin; LPS 
Bacteria agglutination      
(V. parahemolyticus,  
V. fischeri, V. vulnificus) 
Opsonin activity 
Vargas-Albores et al., 
1993; Vargase-
Albores et al., 1993 
P. indicus 181,000 84,000; 
97,000 
Independent NAcGlc; NAcGal; 
NAcMan; NAcNeu;  
Bovine mucin;  
Fetuin; LPS 
Not determined Maheswari et al., 
1997; Jayasree, 2001 
P. japonicus 330,000 330,000 Dependent NAcGlc; NAcGal; 
NAcNeu; Ribose;  
Bovine mucin;  
Porcine mucin;  
Fetuin; LPS 
Opsonin activity (serum) 
Bacterial agglutination  
(V. parahemoltyicus,         
A. hydrophila,                    
V. alginolyticus,                 
M. lysodeikticus) 
Kondo et al., 1992; 
1998; Yang et al., 
2007 
         










Biological activity References 
P. monodon 420,000 27,000 Dependent NAcGlc; NAcGal; 
NAcNeu;  
Bovine mucin; Fetuin; 
LPS 
Bacterial agglutination    
(V. vulnificus, O-antigen  
from E. coli, P. fluorescens,  




1990; 1992;         
Luo et al., 2006 
P. paulensis 153,000 31,000 Independent NAcGlc; NAcGal; 
NAcNeu; Fetuin; LPS 
Opsonin activity (serum) Marques and 
Barracco, 2000 





NAcNeu;  Fetuin; LPS 
Not determined Marques and 
Barracco, 2001 
P.merguiensis 316,200 32,200; 
30,900 
Dependent NAcGlc; NAcGal; 
NAcNeu; NAcMan; 




V. harveyi, V. vulnificus) 
Utarabhand et al., 
2007; Rittidach et 
al., 2007 
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 2.4.2  เลคตินในหอย 
 ในหอยสองฝา Mytilus edulis พบเลคติน 3 ชนิด คือ M3, M6 และ M7 ที่
จําเพาะกับอะไซอะโลฟทูอิน (asialofetuin) ในภาวะที่มี Ca+2 โดยพบวา M6 และ M7 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 180 หนวย และมีลําดับกรดอะมิโนที่คลายกัน 76% สวน M3 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 149 หนวยและมีลําดับกรดอะมิโนที่คลายกับของ M6 และ M7 26% 
นอกจากนี้พบวากรดอะมิโน 50% ของปลายคารบอกซิลิคของเลคตินทั้ง 3 ชนิดเหมือนกับลําดับ
กรดอะมิโนใน CRD ของเลคตินชนิด C ที่พบในสัตวชนิดอ่ืนๆ (Takagi et al., 1994) เลคติน
จากฮีโมลิมฟของหอยนางรม Crassostrea gigas และหอย horse-mussel (Modiolus modiolus) 
ทําใหเม็ดเลือดแดงของคนและสัตวหลายชนิด รวมทั้งแบคทีเรียหลายชนิดเกาะกลุมได จัดเปน 
เลคตินชนิด C-reactive protein คือจับจําเพาะกับนํ้าตาลหลายชนิดและถูกสังเคราะหเม่ือ  
รางกายอยูในภาวะที่ออนแอจากโรคหรือบาดแผล (Olafsen, 1994) Tunkijjanukij และคณะ 
(1999)  ไดทําใหเลคตินในหอยนางรมบริสุทธิ์ โดยวิธีการทําอิเล็กโตรฟอรีซิส 2 มิติ (two-
dimensional electrophoresis) พบเลคตินที่มีนํ้าหนักโมเลกุล ที่ isoelectric point (pI) ดังน้ีคือ 
14,000 (pI 5.1 และ 5.5), 17,500 (pI 5.5) และ 20,000 (pI 4.9) ดัลตัน และพบวาเลคติน
น้ีสามารถทําใหแบคทีเรีย Vibrio salmonicida, Vibrio viscosus และ Vibrio wodanis เกิดการ
เกาะกลุมได สวนแบคทีเรีย Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii และ Shewanella putrefaciens 
เกาะกลุมไดเล็กนอย สวนแบคทีเรีย Alteromonas spp. ไมเกิดการเกาะกลุม แบคทีเรียที่ถูกทํา
ใหเกาะกลุมสวนใหญเปนชนิดกอโรคตอหอยชนิดนี้แสดงใหเห็นวาเลคตินมีบทบาทเกี่ยวของกับ
การติดโรคของหอยนางรม เลคตินจากฮีโมลิมฟของหอยมุก (pearl oyster, Pinctada fucata 
martensii)  มีขนาดโมเลกุล 440,000 ดัลตัน ประกอบดวย 22 หนวยยอยขนาด 20,000 ดัลตัน   
มีความจําเพาะกับนํ้าตาลกาแลคโตสและ NAcGal (Suzuki and Mori, 1989)  เลคตินในหอย
กาบมะนิลา  (Manila  clam,  Ruditapes  philippinarum)   เปนเลคตินที่สามารถจับจําเพาะกับ 
hypnospore บริสุทธิ์ของเชื้อโปรโตซัว Perkinsus spp. ซ่ึงเปนเชื้อกอโรคในหอยชนิดนี้ได 
และเลคตินที่ทําใหบริสุทธิ์จากหอยชนิดนี้มีนํ้าหนักโมเลกุล 138,000 ดัลตัน มี 3 หนวยยอยคือ 
74,000, 34,000 และ 30,000 ดัลตัน และเปนเลคตินชนิด C มีความจําเพาะกับนํ้าตาล NAcGal 








 2.4.3  เลคตินในปูและแมงดาทะเล 
   เลคตินในฮีโมลิมฟของปูมา (blue crab, Scylla serrata) เปนเลคตินที่จําเพาะ
กับ NAcNeu และสามารถเรงการทําลายสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกายได (Mercy and 
Ravindranath, 1994) เลคตินที่สกัดจากไขระยะเอมบริโอ (embryonated egg) ของปู Emerita 
asiatica เปนไกลโคโปรตีนที่จําเพาะตอมิวซิน (mucin-type glycoprotein) ที่จับอยูกับแคโรที
นอยด (carotenoid) เปนเลคตินกลุมใหมที่อาจมีบทบาทเกี่ยวของในการนําไวเทลโลจีนิน 
(vitellogenin) เขาสูเซลลไข (Devaraj et al., 1995)  
  Gokudan และคณะ (1999)  ศึกษาเลคตินในฮีโมลิมฟของแมงดาทะเล 
(horseshoe crab, Tachypleus tridentatus) โดยใหชื่อวา tachylectins 5A และ 5B (TLs-5)    
เลคตินชนิด TLs-5 สามารถทําใหเม็ดเลือดคนเกาะกลุมไดทุกหมู รวมถึงแบคทีเรียแกรมบวกและ
แกรมลบบางชนิดได ทําใหเลคตินชนิดนี้มีประสิทธิภาพในการกําจัดจุลชีพตางๆ ไดดี และพบวา
มีความจําเพาะตอโมเลกุลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ แมงดาทะเลชนิดนี้สามารถหลั่งไฟบริ
โนเจนออกมาในฮีโมลิมฟ ซ่ึงทําหนาที่เสมือนเลคตินที่สามารถจดจําสิ่งแปลกปลอมที่ไมใชเซลล
เจาบานได (nonself-recognizing lectin) โดยพบวาปลายอะมิโนมีกรดอะมิโนซิสเตอีน ประกอบ
อยู และปลายคารบอกซิลิคมีไฟบริโนเจนเปนองคประกอบซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับของ  
เลคตินชนิดฟโคลินในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 51% แตไมมีสวนที่เปนคอลลาเจน นอกจากนั้น Dorai 
และคณะ (2004) พบเลคตินที่จับจําเพาะกับกรดไซอะลิค (sialic acid-binding lectin) ในแมงดา
ทะเลชนิดนี้ซ่ึงเปนไกลโคโปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 42,000 ดัลตัน มี 2 หนวยยอย ที่มีนํ้าหนัก
โมเลกุล 27,000 และ 28,000 ดัลตัน  
 
3.  บทบาททางชีวภาพของเลคตินในสัตว 
เลคตินในสัตวแตละชนิดมีความหลากหลายของโครงสราง โดยพบวาอาจมีทั้ง  
เลคตินที่เปนสวนของเมมเบรนหรือเมมเบรนเลคติน (integral membrane lectin) และเลคตินที่
อยูในรูปสารละลาย (soluble lectin) 
 3.1  บทบาทของเลคตินในสัตวมีกระดูกสันหลัง 
     เลคตินในสัตวแตละชนิดมีบทบาททางชีวภาพที่ตางกันไป เชน ในสัตวมี
กระดูกสันหลัง เลคตินมีบทบาทเกี่ยวของกับการจับหรือการขนยายสารประกอบคารโบไฮเดรต 
ไกลโคโปรตีน และแคลเซียม (Goldstein et al., 1980) และเกี่ยวของกับการพัฒนาของเซลล 
เน้ือเยื่อและอวัยวะตางๆ (Gabius, 1988; Kamiya et al., 1990) แตสวนใหญเกี่ยวของกับระบบ




ผิวเซลลแปลกปลอมที่ไมใชเซลลเจาบานได เชน เซลลจุลินทรียตางๆ ไดแก แบคทีเรีย รา ยีสต 
พาราไซท รวมถึงไวรัสบางชนิด การจับจําเพาะดังกลาวนําไปสูการยับยั้งและการทําลายโดย
กระบวนการตางๆ อาจเกี่ยวโยงกับแอนติบอดี เอนไซมหรือสารชีวเคมีอ่ืนๆ ที่มีหนาที่ตอตานสิ่ง
แปลกปลอมได เชน คอลเลคตินชนิด SP-A และ SP-D ที่ถูกสรางจากปอดของสัตวเลี้ยงลูกนม
จะกระตุนใหเกิดกระบวนการปองกันตนเองจากเชื้อโรคตางๆ ได เชน กระตุนใหเกิดฟาโกไซโท
ซิส และออปโซไนซ เปนตน (Ding et al., 2004)  จากการศึกษา SD-A จากซีรัมคนพบวา
สามารถทําลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อโรคตางๆ ไดหลายชนิดเชน E. coli,              
S. aureus, Streptococus pneumoniae และ Haemophilus influenzae โดยเลคตินอาจไป
กระตุนการเกิดออปโซไนซ หรือกระตุนแมคโครฟาจซึ่งเปนเซลลฟาโกไซท (phagocyte cell) 
ชนิดหนึ่งใหเกิดฟาโกไซโทซิสไดโดยตรงหรืออาจเกิดขึ้นทั้งสองวิธี โดย CRD ของเลคตินนี้
สามารถจดจําไกลโคคอนจูเกตบางชนิดบนผิวเซลลเชื้อโรคได เชน ลิโพโพลีแซคคาไรด กรด    
ลิโพทิโชอิค (Lipoteichoic acid, LTA) แปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan, PGN) ลิปด ไกลโค
ลิพิด (glycolipid) ดวยเหตุน้ีทําใหสามารถจับกับแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ไวรัส 
เชื้อรา หรืออนุภาคอื่นที่มีไกลโคคอนจูเกตเปนองคประกอบได (Ding et al., 2004) 
Nadesalingam และคณะ (2005) ศึกษาคอลเลคตินชนิด SP-D พบวาทําหนาที่เปนตัวกลาง
ระหวางระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (adaptive immune system) และระบบภูมิคุมกันแบบไม
จําเพาะ (innate immune system) ซ่ึงเลคตินเปนโปรตีนที่สําคัญชนิดหนึ่งในระบบภูมิคุมกัน
แบบไมจําเพาะ โดยคอลเลคติน SP-D จดจําคารโบไฮเดรตบนผิวเซลลของเชื้อจุลชีพตาง ๆ 
ดวยตําแหนง CRD และกระตุนใหเกิดฟาโกไซโทซิส และกระบวนการตางๆ ในระบบภูมิคุมกัน
แบบจําเพาะ เชน SP-D จับอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin, Ig) เชน IgG, IgM, IgE และ IgA 
ที่ถูกหลั่งออกมา โดยแอนติบอดีเหลานี้มีตัวรับกับเลคตินเรียกวา C1q หรือ Fc จับกับเลคติน
สวนที่คลายกับคอลลาเจนแลวนําไปสูกระบวนการกําจัดสิ่งแปลกปลอมในขบวนการอื่นๆ สวน 
MBL นอกจากจําเพาะตอนํ้าตาลแมนโนส ยังจําเพาะตอนํ้าตาลอื่นๆ อีกเชน  NAcMan, NAcGlc 
ดังที่กลาวมาแลว ซ่ึงเปนน้ําตาลที่พบมากบนผนังเซลลของจุลชีพ ทําให MBL สามารถทําให
เซลลตางๆ เกาะกลุมได เชน แบคทีเรีย ยีสต ฟงไจ โปรโตซัว รวมถึงไวรัสบางชนิด (Turner, 
2003)  MBL มีหนาที่คลายกับเลคตินชนิดฟโคลินที่จับจําเพาะกับนํ้าตาลที่บริเวณผิวเซลลดวย
ตําแหนง CRD สวนตําแหนงที่เปนคอลลาเจนจับกับ MASPs เพ่ือนําไปสูการกําจัดสิ่งบุกรุกดวย
การเกิดออปโซไนซ การทําใหเกิดการอักเสบ (modulation of inflammation) หรือชักนําใหเกิด
กระบวนการกําจัดสิ่งแปลกปลอมของแอนติบอดีและวิถีเลคตินอ่ืนๆ ได 
  3.2  บทบาทของเลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง 
บทบาททางชีวภาพของเลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลังมักเปนเลคตินที่อยูใน
รูปของเหลวภายในเซลล สวนใหญศึกษาในสัตวทะเล โดยแยกบทบาททางชีวภาพของเลคตินใน
สัตวไมมีกระดูกสันหลังออกไดเปน 2 ดาน  คือ  บทบาทที่ไมเกี่ยวของและเกี่ยวของกับกลไกการ 
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ปองกันตนเอง 
บทบาทที่ไมเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองเชน ในแมลง (Kubo et al., 
1990, 1993; Natori, 1990) การยึดติด เคลื่อนยาย และการมีชีวิตอยูของเซลล (Vasta et al., 
1999) เลคตินจากแมงดาทะเล (Limulus polyphemus) มีบทบาทชวยชักนําการเขาผสมกันของ





ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Loker et al., 2004)   ในสัตวกลุมครัสเตเชียนซึ่งรวมทั้ง         
กุงแชบวย กุงกุลาดํา กุงขาวและกุงอ่ืน ๆ เปนภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ โดยสามารถแบงออกได
เปน 2 แบบ คือ (Yu et al., 2002)   
3.2.1 ระบบภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล (Cellular immunity)  
 ระบบภูมิคุมกันที่อาศัยเซลล มักใชเซลลเม็ดเลือดฮีโมไซท (hemocyte) เปนหลัก
ในการตอสูและกําจัดสิ่งแปลกปลอม โดยทั่วไปเซลลเม็ดเลือดของครัสเตเชียนแบงออกเปน      
2 กลุม คือ เซลลไฮยาลิน (hyaline cell) และเซลลฮีโมไซทที่มีกรานูล (granular hemocyte) การ
แยกชนิดของเซลลขึ้นอยูกับลักษณะการมีหรือไมมีกรานูลของเซลลเปนหลัก (Bauchau, 1981) 
โดยทั่วไปเซลลไฮยานินมีขนาดเล็ก มีนิวเคลียสขนาดใหญตรงกลางเซลล พบไซโทพลาสมิค  
กรานูล (cytoplasmic granule)  เพียงเล็กนอยหรือไมมีเลย  ในขณะที่เซลลเซมิกรานูล 
(semigranular cell) มีนิวเคลียสอยูตรงกลางหรืออยูที่ขอบ มีไซโทพลาสมิคกรานูลมากขึ้น เซลล
ลารจกรานูล (large granular cell)  มีนิวเคลียสอยูบริเวณขอบ และพบไซโทพลาสมิค กรานูล
จํานวนมาก (Sternshein and Burton, 1980; Bauchau, 1981) หนาที่การทํางานของเม็ดเลือด
แตละชนิดจะแตกตางกัน เชน หนาที่หลักของเซลลไฮยาลินในการกําจัดสิ่งแปลกปลอมไดแก 
ความสามารถในการกลืนเซลลโดยวิธีฟาโกไซโทซิส  ขณะที่เซลลเซมิกรานูลทําหนาที่โดยตรงใน
การสรางนูดูล (nudule formation)  และการหอหุมสิ่งแปลกปลอม (encapsulation) (Söderhäll 
and Cerenius, 1992) โดยเซลลไฮยาลินเขาจับกับโพลีแซคคาไรดของจุลชีพ เชน  ลิโพโพลีแซค
คาไรด และเบตา-1,3-กลูแคน (β-1,3-glucan) แลวปลอยใหสารที่มีอยูในกรานูล ออกมาทําลาย
และทําใหเกิดการกักลอม รวมทั้งกระตุนการทํางานของระบบโปรฟนอลออกซิเดส 
(prophenoloxidase activating system) สวนเซลลลารจกรานูลจะทําหนาที่หลักในระบบ       
โปรฟนอลออกซิเดส (Söderhäll and Cerenius, 1992)  เอนไซมฟนอลออกซิเดสเปนเอนไซมที่
เกิดจากการกระตุนระบบโปรฟนอลออกซิเดสของครัสเตเชียนโดยลิโพโพลีแซคคาไรด, เปปทิโด
ไกลแคน และ เบตา-1,3-กลูแคน ซ่ึงเปนสวนประกอบผนังเซลลของแบคทีเรีย เอนไซมฟนอล 






รางกาย วิธีในการกลืนเซลลสิ่งแปลกปลอมจะมีการยื่นไซโทพลาซึม (cytoplasm) ไปลอมสิ่ง
แปลกปลอม แลวไลโซโซม (lysosome) จะหลั่งสารชวยยอยซึ่งมีทั้งสารตอตานแบคทีเรีย และ
เอนไซมไฮโดรไลติค (hydrolytic enzyme) หลังจากการยอยสลายแลวก็จะปลอยสวนที่ถูก
ทําลายแลวออกนอกเซลล สําหรับการเกิดนูดูลจะเกิดเม่ือสิ่งแปลกปลอมเขามาเปนจํานวนมาก 
สวนการหอหุมสิ่งแปลกปลอมจะเกิดเม่ือสิ่งแปลกปลอมนั้นมีขนาดใหญ กิจการ ศุภมาตย และ
คณะ (2543) พบวาหลังการฉีดยีสต (Saccharomyces cerevisiae) เขาตัวกุงกุลาดํา เซลลเม็ด
เลือดและเซลลฟาโกไซทที่อยูกับที่ (fixed phagocyte) ทําหนาที่ในการดักจับสิ่งแปลกปลอม 
โดยเริ่มจากมีเซลลเด่ียวเขาลอมจับแลวมีเซลลเม็ดเลือดเขารายลอมมากขึ้นจนกลายเปนนูดูล
และการหอหุม และสุดทายมีการสรางเมลานินขึ้นและถูกกําจัดออกจากรางกาย 
3.2.2   ระบบภูมิคุมกันในนํ้าเลือด (Humoral immunity)  
ระบบภูมิคุมกันในน้ําเลือด ไดแก เอนไซมไลโซไซม  (lysozyme) ซ่ึงเปน
เอนไซมที่สลายผนังเซลลแบคทีเรียดวยวิธีการทําใหเซลลแตก (hydrolysis) โดยยอยพันธะเบตา 
1,4 ของน้ําตาลเอ็น-อะซิติลมิวรานิค (N-acetylmuramic, NAcMur) และ NAcGlc ในโมเลกุลของ
เปบทิโดไกลแคน (http://en.wikipedia.org/wiki/Lysozyme, retrieved April 11, 2008) สวน    
เ ลคตินซึ่ ง แพร อยู ทั่ ว ไปใน ฮี โมลิ มฟ  พบในสัตว ไม มี กระ ดูกสันหลั ง เปนส วน ใหญ 
(Renwrantz,1986; Cooper et al., 1992) 
เน่ืองจากระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะถูกออกแบบเพื่อจดจํารายละเอียดเล็กๆ 
นอยๆ ที่บอกถึงความแตกตางของเชื้อจุลชีพแตละชนิดได โดยโครงสรางของเชื้อตางๆ มี
รูปแบบที่เฉพาะตัวเรียกวา pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) โมเลกุลที่เปน
องคประกอบโครงสรางเหลานี้มีหลายชนิด เชน ลิโพโพลีแซคคาไรด เปปทิโดไกลแคนจากผนัง
เซลลแบคทีเรีย เบตา-1,3–กลูแคนจากยีสตและรา (fungal cell) ดีเอ็นเอของแบคทีเรีย 
(bacterial DNA), อารเอ็นเอสายคู (double-stranded RNA) จากไวรัสและโมเลกุลที่ถูกหลั่ง
ออกมานอกเซลล (Wang et al., 2007; Janeway and Medzhitov, 2002) โปรตีนที่สามารถ
จดจําโมเลกุลเหลานี้เรียกวา pattern recognition proteins (PRPs) โดยจดจําและจับกับโมเลกุล
เหลานี้ ในสัตวไมมีกระดูกสันหลังมีทั้งหมด 6 กลุมคือ โปรตีนที่จดจําเปปทิโดไกลแคน 
(peptidoglycan recognition protein, PGRP) โปรตีนที่จับแบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative 
binding protein, GNBP) ตัวรับที่เปน multidomain (multidomain scavenger receptor)         
S-locus Cys-rich (SCR) เลคตินชนิด C เลคตินชนิด S และโปรตีนที่มีหมูไธออลเปน
องคประกอบ (thioester-containing protein, TEP) (Christophides et al., 2002) 
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  เลคตินซึ่งเปน PRPs ชนิดหนึ่งที่มีการศึกษากันมากในสัตวทะเลไมมีกระดูกสัน
หลังพบวาทําหนาที่เกี่ยวของกับกลไกการปองกันตนเองซึ่งเหมือนกับอิมมูโนโกลบูลินในสัตวมี
กระดูกสันหลัง คือ มีหนาที่กํา จัดเซลลที่ ไมตองการทิ้ งในระหวางการเปลี่ยนรูปราง 
(metamorphosis) และมีสวนรวมในปฏิกิริยาการปองกันการติดเชื้อ เลคตินมีบทบาทสําคัญใน
การตอตานการเกิดโรคโดยแบคทีเรียหรือศัตรูที่มาจากธรรมชาติ เชน เลคตินจาก Japanese 
horseshoe crab และเลคตินจากแมลงสาป (cockroach, Blaberus discoidalis) สามารถจับ
จําเพาะกับเบตา-1,3–กลูแคนจากยีสตและแบคทีเรียบางชนิดได จากน้ันจะกระตุนใหเกิด
กระบวนการตอตานและทําลายโดยระบบโปรฟนอลออกซิเดส (KilpatricK, 2002) ในสัตวบาง
ชนิดอาศัยความเปนพิษของเลคตินเอง เชน เลคตินที่เปนพิษ (venom) ในหนาม (spine) ของ
หอยเมนทะเล (Toxopheustes pileolus) (Seike et al., 1992) มีรายงานวาเม่ือเลคตินจับกับ
เซลลแปลกปลอมกระตุนใหมีการจับของเซลลฟาโกไซทในการเกิดออปโซไนซ เพ่ือทําลายเซลล















รูปที่ 3  การจับของเลคตินกับเซลลแปลกปลอมกระตุนการเกิด 
                                    opsonization  และ phagocytosis  






นํ้าตาลกาแลคโตสจากปลิงทะเล (Acropora echinata) สามารถทําลายเมมเบรนและทําใหเม็ด
เลือดแดงของคนและกระตายแตกได โดยเลคตินจับกับคารโบไฮเดรตดังกลาวบนผิวเซลลเม็ด
เลือดแดงทําใหเมมเบรนเกิดรูพรุน (pore) และทําใหเซลลแตก (รูปที่ 4) กลาวไดวาการทําลาย
เซลลแปลกปลอมขึ้นกับชนิดของเซลลแปลกปลอมและปริมาณของเลคตินในฮีโมลิมฟของสัตว













รูปที่ 4   การจับของเลคตินกับเซลลแปลกปลอมกระตุน 
  การแตกของเซลลเม็ดเลือดแดง (hemolysis)  





ระบบการรับรูถึงการบุกรุกของสิ่งแปลกปลอม (Ratcliffe et al., 1985) ในสัตวจําพวกกุง 
เน่ืองจากเลคตินสามารถทําใหเซลลจุลชีพเกิดการเกาะกลุม จึงไมสามารถแพรกระจายไปยังที่
ตางๆ นอกจากนี้เลคตินยังจับระหวางจุลชีพและเซลลเม็ดเลือดกอใหเกิดฟาโกไซโทซิสของ     





ตอการติดเชื้อกอโรค V. harveyi  (นิษา ไพจิตร, 2545; Rittidach, 2006)  Vazquez และคณะ 
(1995) พบวาเลคตินในกุงกามกรามสามารถทําใหแบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวก
เกิดการเกาะกลุม โดยอธิบายวาเปนเพราะเลคตินสามารถจับจําเพาะตอ O-keto และ O-methyl 
ของน้ําตาลและอนุพันธของน้ําตาลที่มีหมูอะซิติลของโพลีแซคคาไรดบนผนังเซลลเหลานั้นได  
 
4.  กุงแชบวย 
 กุงแชบวยมีชื่อวิทยาศาสตรวา Penaeus merguiensis  มีชื่อสามัญวา banana 
shrimp มีลําดับอนุกรมวิธานรายงานไวดังน้ี  (Grey et al., 1983) และแสดงไวในรูปที่  5 
  Phylum  Arthropoda  
Superclass  Crustacea 
   Order Decapoda 
Family  Penaeidae  






















     กุงแชบวยเปนกุงทะเลที่มีขนาดปานกลาง ตัวโตเต็มวัยมีขนาดลําตัวยาว 10-25 
เซนติเมตร นํ้าหนักตัวประมาณ  50-400  กรัม  ลําตัวมีสีขาวครีมปนเหลืองมีจุดสีนํ้าตาล เขียว
แกและเขียวออนกระจายอยู เปลือกหุมลําตัวเรียบเปนมัน ลักษณะเปลือกบาง เน้ือมาก มีเปลือก
หัวหรือกรีสวนบนเปนรูปสามเหลี่ยม มีฟนทั้งดานบนและดานลาง โดยฟนกรีดานบนมีประมาณ 
7-8 ซ่ี ดานลางมี 5-6 ซ่ี เปลือกคลุมหัวมีรองตามยาวและรองตามขวาง  มีแพนหาง ดานขางของ
หางไมมีหนาม ลักษณะทั่วไปที่ตางจากกุงกุลาดําหรือกุงกุลาลาย (green tiger prawn, Penaeus 
semisulcatus) คือไมมีแถบสีนํ้าตาลเขมพาดขวางลําตัวและเปลือกหัว หนวดคูที่หน่ึงมีแถบสี
นํ้าตาล หนวดคูที่สองสีนํ้าตาลไมมีแถบขวาง ขาเดินและขาวายน้ํามีสีเหลืองบางครั้งมีสีนํ้าตาล
หรือสีชมพู (Grey et al., 1983)   
4.2  การแพรกระจายและพฤติกรรมการกินอาหาร 
 พบกุงแชบวยมากบริเวณน้ําตื้น ปากอาวหรือปากแมนํ้าที่นํ้าคอนขางขุน 
บางครั้งจะพบอยูรวมกันเปนจํานวนมาก พบลูกกุงระยะหลังตัวออน (post larva) และ juvenile 
ไดทั่วไปตามชายฝงทะเลตรงที่มีพ้ืนดินเลนหรือพ้ืนดินโคลนปนทราย โดยอาศัยอยูตั้งแตชายฝง
จนถึงทะเลลึก พบทั้งในทะเลและเขตน้ํากรอยที่มีความเค็มระหวาง 10-36 ppt สวน pH ที่
เหมาะสมประมาณ 7.8-8.5 อุณหภูมิ 25-32°ซ ตัวเต็มวัยจะวางไขในทะเลที่มีความลึกประมาณ 
10 เมตรขึ้นไป การกระจายของกุงชนิดนี้อยูในเขตอินโดแปซิฟกฝงตะวันตก (West-Indopacific 
coast) ตั้งแตอาวเปอรเซีย ชายฝงทะเลปากีสถาน อินเดีย มาเลเซีย ไทย ตอนใตของจีน 
อินโดนีเซีย ปาปวนิวกินี ฟลิปปนส และออสเตรเลีย (วิวัฒนชัย พรหมสาขา ณ สกลนคร และ  
สมพร โลสวัสดิ์กุล,  2532)  
   กุงแชบวยมีนิสัยการกินอาหารแบบกัดแทะโดยจับชิ้นอาหารแลววายน้ํา กัดกิน
ไปเร่ือย ๆ ซ่ึงเปนพฤติกรรมที่ตางจากกุงกุลาดําที่จับอาหารแลวหยุดกัดกินอาหารนิ่งอยูกับที่  
กุงแชบวยปราดเปรียวและวายน้ําอยูตลอดเวลาแมแตเวลาที่กินอาหาร อาหารธรรมชาติของ   
กุงแชบวยไดแก ตัวออนสัตวนํ้า แมลงน้ํา ซากพืช ซากสัตว สาหรายชนิดตาง ๆ หอย ปลา    
ลูกกุง พืชนํ้า  (เมธี วัฒนสิงห, 2543)  
4.3  ประวัติและการพัฒนาการเพาะเลี้ยง 
  เปนกุงชนิดแรกที่พบวามีการเลี้ยงมาเปนเวลานาน โดยเลี้ยงแบบธรรมชาติหรือ






กุงแชบวยในธรรมชาติ ตอมาเมื่อมีการพัฒนาการเลี้ยงกุงทะเลแบบหนาแนน (intensive farm) 
ไดมีความพยายามเลี้ยงกุงชนิดนี้เชนกัน  แตไมประสบความสําเร็จเน่ืองจากกุงมีความออนแอตอ
การเปลี่ยนแปลงคุณภาพของน้ําและสภาพแวดลอม มักจะทยอยตายและหายไปจากบอกอนจะมี
ขนาดที่ขายได การเลี้ยงกุงชนิดนี้จึงเงียบหายไป ประกอบกับไดมีการพัฒนาการเลี้ยง           
กุงทะเลชนิดอ่ืน ๆ ดวย พบวากุงกุลาดําสามารถเลี้ยงไดงายกวา ขนาดตัวโตกวา และมีปญหาใน
การเลี้ยงนอยกวาสามารถเพิ่มผลผลิตไดอยางตอเน่ือง และขยายตลาดไดทั่วโลกจนประเทศไทย
กลายเปนประเทศที่ผลิตและสงออกกุงกุลาดําไดสูงที่สุดในโลกยาวนานติดตอกันหลายป สําหรับ
ประวัติการทดลองเพาะฟกกุงแชบวยในประเทศไทยมีมากวา 25 ป และปจจุบันเม่ือพบวาการ
เลี้ยงกุงกุลาดําไดขยายตัวสูงสุด แตประสบปญหาหลายประการโดยเฉพาะปญหาโรคระบาด จึง
เปนจุดที่เริ่มมีการหันมาใหความสนใจการเพาะฟกและการเลี้ยงกุงแชบวยซ่ึงเปนกุงพ้ืนเมืองกัน
อีกครั้ง (สุพจน จึงแยมปน และชัยรัตน พุมชวย, 2543) 
 
5.  โรคติดเชื้อแบคทีเรียวิบริโอ (Vibriosis)  




กอใหเกิดปญหาตอสุขภาพของกุงและสิ่งแวดลอมไดงาย  เน่ืองจากการกอใหเกิดสภาพเครียด 
สภาพแวดลอมในการเลี้ยงไมถูกสุขลักษณะ และเกิดการผลิตและสะสมของเสียจําพวก
สารอินทรียและอนินทรียตาง ๆ ขึ้นอยางมากมาย  เปนที่มาของเชื้อจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคติด
เชื้อตางๆ เชน เชื้อไวรัส แบคทีเรีย เชื้อรา โปรโตซัว และปรสิตตางๆ เปนตน ทางภาครัฐไมวา
จะเปนกรมประมงหรือกรมปศุสัตว รวมถึงนักวิจัยในหนวยงานที่เกี่ยวของจึงไดพยายามคิด
คนหาแนวทางในการปองกันการเกิดโรค ตั้งแตการตรวจสุขภาพลูกกุงกอนปลอยลงบอเลี้ยง 
ตลอดจนการตรวจสุขภาพในชวงการเลี้ยง ซ่ึงเปนวิธีที่ปฏิบัติกันโดยทั่วไป (เพ็ญศรี บุญตามชวย 
และ อรอนงค คงทวี, 2548) แตในปจจุบันการเลี้ยงกุงยังเกิดปญหากุงติดเชื้ออยูเสมอ พบวาการ
ระบาดของโรคติดเชื้อจากแบคทีเรีย  สวนใหญมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียกลุมวิบริโอ (Vibrio) ซ่ึง
พบบอยและเกิดไดตลอดป (Ruangpan and Kitao, 1991) เปนสาเหตุใหเกิดการตายของกุงใน
ระดับตั้งแตคอนขางมาก (Lightner, 1988)  ซ่ึงการติดเชื้อวิบริโอตางๆ อาจเรียก รวมกันวาโรค
วิบริโอซิส (Vibriosis)  โดยเฉพาะเชื้อ V. parahaemmolyticus, Vibrio splendidus, V. vulnificus, 




5.1  การแพรระบาดของโรค 
     การระบาดของโรคแบคทีเรียในกุงเลี้ยงมีรายงานมาตั้งแตป ค.ศ. 1981 (พ.ศ. 
2524) โดยพบวากุงลายเสือที่เลี้ยงในประเทศญี่ปุน เกิดการติดเชื้อวิบริโอเปนจํานวนมาก 
(Takahashi et al., 1984 อางอิงโดย Lightner, 1993) ตอมาในป ค.ศ. 1989 ไดมีรายงานพบ
การติดเชื้อวิบริโอเปนครั้งแรกในกุงขาว (Penaeus  vannamei) จากโรงเพาะฟกที่ประเทศ   
เอควาดอรหลังจากนั้นในป ค.ศ.1989 พบการระบาดของติดเชื้อวิบริโอที่รุนแรงในเขตพื้นที่การ
เลี้ยงของประเทศเอควาดอร ซ่ึงเหตุการณครั้งน้ีถูกบันทึกไวเรียกวา “sindroma gaviota” (sea 
gull syndrome, SGS หรือโรคนกนางนวล) เน่ืองจากเหตุการณที่ผูเลี้ยงกุงสังเกตพบวามีฝูงนก
ทะเลจํานวนมากมาเกาะขอบบอ และลงไปกินกุงที่ตายในบอเลี้ยง (Mohney et al., 1991) และมี
การพบวา V. harveyi และ V. splendidus เปนสาเหตุการตายของลูกกุงในโรงฟกที่ประเทศ
ฟลิปปนส (Lavilla et al., 1990) 
 เชื้อแบคทีเรียวิบริโอมีการแพรระบาดทั่วไป ทั้งลูกกุงภายในโรงเพาะฟก และกุง
ที่เลี้ยงในบอดิน พบวาปจจัยสําคัญที่มีผลตอการระบาดของโรค ไดแกความเค็มของน้ํา การ
ระบาดของโรคจะเกิดขึ้นมากในชวงที่มีความเค็มสูง เน่ืองจากเชื้อวิบริโอสามารถเจริญไดดีใน
ระดับความเค็ม 20-30 ppt (Mohney et al., 1991) นอกจากนี้ปริมาณสารอินทรียที่สะสมอยู
มากในน้ํามีผลทําใหเชื้อวิบริโอเจริญไดมากขึ้น (Lightner, 1993) ประกอบกับในสภาวะที่กุงเกิด
ความเครียด ทั้งที่มีสาเหตุมาจากคุณภาพน้ํา  อาหาร การจัดการสิ่งแวดลอมที่ไมเหมาะสม มี
การสะสมของสารอินทรียปริมาณสูงในบอเลี้ยง มีผลทําใหกุงออนแอและมีการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันลดต่ําลง  ทําใหเชื้อแบคทีเรียที่มีจํานวนมากในบอเลี้ยงสามารถเขาสูรางกายกุงไดงาย 
(กิจการ ศุภมาตย และคณะ, 2542)  
  5.2  โรคติดเชื้อวิบริโอในตัวกุง  
    เชื้อวิบริโอหลายชนิด รวมทั้งเชื้อ V. haveyi กอใหเกิดการติดเชื้อบริเวณอวัยวะ
ภายใน  เชน ตับออน ตอมนํ้าเหลือง หัวใจ antennal gland และกลามเน้ือลาย (Brock and 
Main, 1994) หรือติดเชื้อทั่วรางกาย (systemic infection) ซ่ึงทําใหเน้ือเยื่ออวัยวะภายในถูก
ทําลาย  เชื้อวิบริโอจากสิ่งแวดลอมสวนใหญเขาสูตัวกุงโดยเขาไปอยูในทางเดินอาหารของกุง
ดวยการกินอาหารหรือทางปาก และเนื่องจากตับ (hepatopancreas) และตับออน (pancreas) 
ของกุงเปนอวัยวะที่ติดตอกับทางเดินอาหารสวนหนา  ซ่ึงอาหารจะถูกสงมายอยตอจาก
กระเพาะอาหารสวนหลัง (pyloric  chamber) โดยตับและตับออนมีลักษณะเปนทอที่ขดอยู 
(Meglitsch and schram, 1991; Harrison and Corliss, 1992) แบคทีเรียจึงสามารถเขาสูทอ
ตับและตับออนไดงาย  
 อาการของกุงที่เกิดการติดเชื้อแบคทีเรียวิบริโอที่สามารถสังเกตได  เชนมี
ลักษณะพฤติกรรมผิดปกติ เซ่ืองซึม หลบซอนตัวบริเวณขอบบอเลี้ยง ไมกินอาหาร  กลามเน้ือ
ลําตัวสวนทอง (abdomen) มีสีขาวขุน มีการกระจายของเม็ดสีลําตัวเขมมากขึ้น ปริมาณเม็ด
 26
เลือดลดต่ําลงมาก ตับออนมีลักษณะลีบฝอภายในมีของเหลวใส  ในลูกกุงที่ติดเชื้อพบวาตับ
ออนมีลักษณะขาวขุน (cloudiness) และอาจสังเกตเห็นกอนสีดํา (melanized hemocytic 
nodule) บริเวณภายในตับออน (Lightner, 1993; Brock and Main, 1994) ซ่ึงแตกตางจากตับ
และตับออนของกุงปกติที่มีสีนํ้าตาลเขมหรือสีเขียวและมีของเหลวภายในตับและตับออน ใน
กรณีที่มีการติดเชื้อวิบริโอเรืองแสง อาจพบวากุงที่ตายเกิดเรืองแสงเมื่อสังเกตในหองมืด       
ปจจุปนนิยมตรวจสุขภาพกุงกรณีกุงติดเชื้อแบคทีเรียโดยการใชลูป (loop) เพาะเชื้อวิบริโอใน
ตับและตับออนลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ thiosulphate citrate bile salts sucrose (TCBS) agar 
ซ่ึงสามารถทําไดงายและมีโอกาสปนเปอนนอยกวาอวัยวะอ่ืนๆ (กิจการ, 2542) เน่ืองจากเชื้อ
กลุมน้ีเปนสาเหตุหลักในการกอโรคในกุง และอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS เปนอาหารที่จําเพาะตอ
เชื้อกลุมน้ีซ่ึงจะเติบโตไดดี แตผลการวินิจฉัยบางกรณีพบวา แมกุงปกติที่แข็งแรงก็สามารถพบ




ทําลาย เกิดการอักเสบ (inflamation) (กิจการ ศุภมาตยและคณะ, 2542) 
 
6. แบคทีเรีย  
 6.1 Vibrio  harveyi 
       แบคทีเรีย V.  harveyi ที่พบในประเทศไทยเปนสาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดโรค
เรืองแสงในกุงกุลาดํา (มณเฑียร  สงเสริม และคณะ,  2533) และในลูกกุงแชบวย (ดารุณี  แซอุย 
และคณะ, 2530) เชื้อชนิดนี้ยังกอใหเกิดความเสียหายตอกุงกุลาดําในโรงเพาะฟกในประเทศ
ฟลิปปนส (Lavilla-Pitogo et al., 1990) และไตหวัน (Chen et al., 1992) โดยเชื้อ V. harveyi 
กอใหเกิดความเสียหายตอลูกกุงพีเนียด (penaeid) ในโรงเพาะฟกในระยะตัวออน (larvae) หลัง
ตัวออน (Lightner, 1988) และในกุงขนาดใหญที่เลี้ยงอยูในบอเลี้ยง (Nash et al., 1992; 
Jiravanichpaisal and Miyazaki, 1994) จากการทดลองของ Le Groumellec และคณะ (1995) 
ซ่ึงทําการแยกเชื้อแบคทีเรียจากลูกกุงพีเนียด ในโรงเพาะฟกที่เลี้ยงในประเทศไทยและประเทศ
เอควาดอร พบวาเปน V. harveyi  ที่เปนสาเหตุทําใหเกิดการตายจํานวนมากของลูกกุงในโรง
เพาะฟก โดยพบวา V. harveyi ที่พบในประเทศไทยเปนสายพันธุที่มีความรุนแรงมากกวาที่พบ
ในประเทศเอควาดอร  และยังตรวจพบเชื้อ V. harveyi  ในน้ําที่ใชเลี้ยงกุงกุลาดําอยางหนาแนน  
(Ruangpan et al., 1995) 




ลูกกุงแชบวยที่ตายพบวามีสาเหตุมาจากเชื้อ V. harveyi โดย มณเฑียร สงเสริม และคณะ 
(2533) พบวาอาการที่เกิดจากการติดเชื้อ V. harveyi คือในระยะแรก ๆ ลูกกุงจะมีการ
เคลื่อนไหวชาลงลําตัวสีขาวขุน ตอมากุงจะเบื่ออาหารและตาย 
เชื้อ V. harveyi เปนแบคทีเรียในกลุม Vibrio โดยอยูในกลุมของแบคทีเรีย     
แกรมลบ รูปทอน เติบโตไดทั้งในสภาพที่ใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน บางพวกตองการเกลือ
หรือเกลือมีสวนชวยกระตุนการเติบโต ผนังเซลลของแบคทีเรียโดยทั่วไปเปนโครงสรางสวนที่อยู
ใตแคปซูล (capsule) หรือชั้นเมือก และอยูนอกเยื่อหุมเซลล (cell plasma membrane) ผนัง
เซลลที่เปนสวนประกอบ 20 % ของเซลล ประกอบดวยเปปไทด (peptide) โพลีแซคคาไรดและ
ลิพิด ซ่ึงมีองคประกอบยอยแตกตางกันในแบคทีเรียแตละชนิด ผนังเซลลเปนสวนที่มีความ
แข็งแกรงเนื่องจากมีโครงสรางเปนเปปทิโดไกลแคน 
เปปทิโดไกลแคนเปนโพลีเมอรขนาดใหญประกอบดวย 3 สวน คือ สวนแรกเปน
แกนกลาง (back bone) หรือสายไกลแคน (glycan strand) เปนโพลีแซคคาไรดที่ประกอบดวย
โมโนแซคคาไรดสองชนิดคือ NAcGlc หรือ NAG และ NAcMur หรือ NAM  ตอกันดวยพันธะ   
เบตา-1,4-ไกลโคซิดิก (β-1,4-glycosidic bond) สลับกันตลอดสาย  สวนที่สองเปนเททระ      
เปปไทด (tetrapeptide) ซ่ึงตออยูกับ NAM โดยจับกับกรดอะมิโนตาง ๆ เชน แอล-อะลานีน     
(L-alanine) ดี-อะลานีน (D-alanine) ดี-กลูตามีน (D-glutamine) แอล-ไลซีน (L-lysine)  และสวน






























A            B 
 
                        รูปที่ 6   โครงสรางของเปปทิโดไกลแคน 
                              N-Acetyl muramic acid = NAM; NAcGlc = NAG  
A  หนวยซ้ําๆ ของ NAM, NAG และเททระเปปไทด 
B  การเชื่อมตอทางขวางระหวางเปปทิโดไกลแคนสายที่ 
    อยูใกลเคียงกัน 
(http://www.daviddarling.info/encyclopedia/P/Peptidoglycan. 
html, retrieved March 25, 2008; http://en.wikipedia.org/wiki/                   
Peptidoglycan, retrieved April 13, 2008) 
 
สําหรับผนังเซลลของเช้ือ V. harveyi ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบมีโครงสราง
ประกอบดวยเยื่อบุชั้นนอกซึ่งมีโครงสรางเชนเดียวกับเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก แตมี
ฟอสโฟลิพิด (phospholipid) และโปรตีนนอยกวา นอกจากนี้ยังพบวามีลิโพโพลีแซคคาไรดดวย 
สวนที่ถัดเขามาจากเยื่อบุชั้นนอก คือชั้นเปปทิโดไกลแคนซึ่งอยูในชองวางระหวางเยื่อบุชั้นนอก
และเยื่อหุมเซลล เรียกวาเพอริพลาสมิคสเปซ (periplasmic space)  สวนสุดทายที่ถัดเขามาจาก
ชั้นเพอริพลาสมิคสเปซ คือเยื่อหุมเซลลซ่ึงประกอบดวยลิปดและโปรตีน (รูปที่ 7) การติดเชื้อกอ
โรค V. harveyi ของกุงที่เพาะเลี้ยง กอใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจที่สําคัญ การศึกษาผลของ















            รูปที่ 7  ผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ 
                      (http://www.bact.wisc.edu/Microtextbook,  
   retrieved March 25, 2008) 
 
 
6.2  Vibrio  vulnificus 
 เชื้อ V. vulnificus เปนแบคทีเรียแกรมลบ แทงสั้น มี polar flagellum เปน
แบคทีเรียกลุมวิบริโอชนิดหนึ่งซึ่งมักถูกเรียกวา halophilic คือตองการเกลือในการดํารงชีวิต 
(http://www.cdc.gov/nczved/dfbmd/disease_listing/vibriov_gi.html, retrieved March 25, 
2008) โดยความเค็ม 10-20 ppt  และที่อุณหภูมิ 30-35°ซ เปนภาวะที่เชื้อเติบโตไดดี การเลี้ยง
กุงที่หนาแนนมากๆ จนความเค็มลดลงติดตอกันเปนเวลานาน จะทําใหกุงติดเชื้อชนิดนี้ ซ่ึง
กอใหเกิดโรคเสี้ยนดํา คือเกิดอาการอักเสบและในเนื้อเยื่อตางๆ มีลักษณะเปนรูปแทงสีดําคลาย
เสี้ยนหรือกอนเล็กๆ สีเหลืองนํ้าตาล บริเวณกลามเนื้อและเปลือกกุงโดยรอยตอระหวางเปลือก




อ่ืนๆ (ชาญณรงค รอดคํา, 2550) ที่เปนเชนนี้เปนเพราะการทํางานของระบบภูมิคุมกันในตัวกุง
เองคือเม่ือกุงติดเชื้อ V.  vulnificus  จะทําใหเกิดการรวมตัวของเซลลเม็ดเลือดผลิต กรานูล 
กระตุนให เกิดเซลล เ น้ือเยื่อเกี่ยวพันมากขึ้นและเกาะติดแนนมากเพื่อดักจับเชื้อโรค               
 30
ในขณะเดียวกันจะมีการสรางเมลานินขึ้น ทําใหตําแหนงเนื้อเยื่อน้ันมีสีดํา สีดําจะฝงอยูในเนื้อ    
แมกุงจะลอกคราบไปแลวจะไมเห็นจุดบนเปลือก แตเสี้ยนยังคงฝงอยูภายใน  ซ่ึงถาแบคทีเรียยัง
มีชีวิตอยูจะทํามีการอักเสบเพิ่มขึ้น ทําใหกุงกินอาหารไดนอยลง สวนใหญแบคทีเรียชนิดนี้ไมทํา
ใหกุงตาย แตทําใหกุงเสียคุณภาพ (ชะลอ ลิ้มสุวรรณ, 2531) การหลีกเลี่ยงการติดเชื้อ               
V.  vulnificus  ทําไดโดยเลี้ยงกุงไมใหหนาแนนเกินไป และระวังเรื่องความเค็มของน้ําต่ํา   
  เม่ือบริโภคกุงหรืออาหารทะเลอื่นๆ ที่ติดเชื้อ V.  vulnificus  จะทําใหเกิดโลหิต
เปนพิษ (septicemia) เชื้อสามารถบุกรุกเขาสูกระแสโลหิตโดยผานทางเยื่อบุทางเดินอาหารที่
เกิดจากการรับประทานอาหารทะเลดิบหรือผานทางการติดเชื้อที่บาดแผล (wound infection) จะ
ทําใหมีอาการไข หนาวสั่น ออนเพลีย ความดันต่ํา อาจมีอาการอุจจาระรวง อาเจียน อาการ
โลหิตเปนพิษนี้พบอัตราการปวยตายสูงถึง 75% ผูปวยที่ไดรับเชื้อ V.  vulnificus  จากการ
รับประทานอาหารทะเลดิบที่สําคัญคือหอยนางรม และทางบาดแผลที่สัมผัสกับเชื้อในแหลงน้ํา 
ปริมาณเชื้อ 103 เซลล ในอาหาร 1 กรัม สามารถกอใหเกิดโรคได ในการติดเชื้อที่บาดแผล เชื้อ
สามารถลุกลามอยางรวดเร็ว จนทําใหเกิดเนื้อเยื่ออักเสบ ผิวหนังมีอาการบวม รอนแดง เจ็บปวด 
อาจกลายเปนตุม จนเกิดอาการเนื้อเนาตายของเนื้อเยื่อออนใตผิวหนัง นอกจากนั้นการ
รับประทานอาหารทะเลดิบทําใหอุจจาระรวง อาเจียน กระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ 
(ศรีวรรณา หัทยานานนท และคณะ, 2549) 
6.3  แบคทีเรีย Vibrio parahemolyticus 
  แบคทีเรีย V. parahemolyticus เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ อยูในวงศเดียวกับ
แบคทีเรีย V.  cholerae เปนเชื้อกอโรคในกุงกุลาดํา (Luo, 2006)  เจริญไดดีในอาหารและน้ําเค็ม
ที่มีเกลือ 2-8% มีมากตามชายฝงทะเล โดยเฉพาะแถบทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต  รวมทั้งฝง
ทะเลไทย  พบสัตวทะเลมี เชื้ อ น้ีปะปนอยูมาก  สถาบันวิ จัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย ในฐานะหองปฏิบัติการอางอิงไดดําเนินการเฝาระวังโรคติดตอทาง
อาหารและน้ําที่เกิดจากเชื้อกลุมวิบริโอในประเทศไทย พบผูปวยกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ 
จากการติดเชื้อ V. parahaemolyticus สูงเปนอันดับหน่ึง ประมาณปละ 1,000-2,000  ราย 
สาเหตุจากการรับประทานอาหารทะเลสุกๆ ดิบ ๆ จากอาหารทะเล (ศรีวรรณา หัทยานานนท, 
2549)  ผูปวยมักมีอาการหลังรับประทานอาหารที่มีเชื้อ V. parahemolyticus อยู 10 - 20 ชั่วโมง 
เน่ืองจากเชื้อน้ีมีปริมาณมากพอ โดยเชื้อจะเติบโตเพิ่มจํานวนเปนเทาตัวทุก 12 - 15 นาที ที่
อุณหภูมิ 37°ซ และสรางสารพิษขึ้นในลําไส เชื้อ V. parahemolyticus จะถูกทําลายที่อุณหภูมิ 
60°ซ ในเวลา 15 นาที  
6.4  แบคทีเรีย Vibrio  cholerae  
 V.  cholerae เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทงสั้น ปลายโคงเล็กนอย ไมสราง
สปอร (spore) เติบโตไดดีในที่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 16-42°ซ แตเติบโตไดดีที่สุดที่ 37°ซ และที่ 
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pH 6.4-9.6 (Wolin, 1973)  พบ V. cholerae  แพรกระจายทั่วไปในแหลงนํ้าทั้งนํ้าจืดและน้ํา
กรอย บริเวณปากแมนํ้าหรือแถบชายฝงทะเล (Colwell et al., 1977) นอกจากนี้ยังมีรายงานพบ
ในอาหารทะเลหรือสัตวทะเลที่มีเปลือกหุม (Dalsgarrd et al., 1995) จากการศึกษาใน copepod 
ซ่ึงเปนแพลงกตอนสัตวพบวาเปนแหลงที่พบเช้ือ V. cholerae ไดมากที่สุดโดยจะสะสมอยูที่
บริเวณปากและรังไข (Huq et  al., 1983) นอกจากนี้อาจพบไดในสวนของทางเดินอาหาร  เชื้อ
สามารถแทรกเขาไปอยูใตไคติน (chitin) ซ่ึงเปนสวนประกอบของสัตวทะเล ไคตินยังชวยปองกัน
เชื้อในภาวะแวดลอมที่เปนกรด เชนในระบบทางเดินอาหารของคน V. cholerae สามารถสราง
เอนไซมไคติเนส (chitinase) เพ่ือชวยยอยสลายไคตินและเพื่อเกาะติดกับระบบทางเดินอาหาร
ของคน (Nalin et al., 1979)  
 V. cholerae เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคอหิวาตกโรคในคน การติดเชื้อเกิดจากการ
รับประทานอาหารหรือด่ืมนํ้าที่ปนเปอนเชื้อทําใหเกิดอาการทองรวงอยางรุนแรง  ถารางกายสูญ 
เสียนํ้าและเกลือแรมากผูปวยอาจเสียชีวิตได (Kamruzzaman and Nishibuchi, 2008) 
6.5  แบคทีเรีย Escherichia coli 
 E. coli เปนแบคทีเรียที่พบมากที่สุดในลําไสใหญหรืออุจจาระของคนและสัตว
หลายชนิด  E. coli  เปนแบคทีเรียแกรมลบ  เติบโตไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือธรรมดา ปกติเปน 
normal flora อยูในลําไส  หากเชื้ออยูในลําไสจะไมกอใหเกิดโรค แตเม่ือเขาไปอยูในอวัยวะสวน
อ่ืนที่ไมใชลําไสเชื้อจะกอใหเกิดโรคได เชน ในปอด ในชองทอง ในเยื่อหุมสมอง โดยเชื้อจะ
กอใหเกิดการอักเสบกับอวัยวะดังกลาว E. coli บางสายพันธุทําใหเกิดโรคทองรวงได  เน่ืองจาก  
E. coli  อยูในลําไสและออกมากับอุจจาระ   
 
7.  ไวรัสตัวแดงดวงขาว (White spot syndrome virus, WSSV) 
 WSSV เปนโรคติดเชื้อในกุงที่มีความรุนแรงมากและสามารถแพรกระจายไดใน
บริเวณกวาง ลักษณะอาการภายนอกของกุงที่ติดโรคคือสีตัวซีดในชวงแรกๆ แลวเปลี่ยนเปนสี
ชมพูหรือแดงเร่ือ ๆ พบจุดขาวบริเวณดานลางของเปลือกทั้งสวนหัวและลําตัว  กุงจะกินอาหาร
ลดลงและทยอยตายเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ อาจตายมากถึง 100% ภายใน 3-10 วัน  รายงานโรคชนิดนี้
ครั้งแรกพบในกุงลายเสือที่เลี้ยงในประเทศญี่ปุน โดยพบวาเกิดขึ้นในฟารมที่นําลูกกุงมาจาก
ประเทศจีน (Nakano et al., 1994; Takahashi et al., 1994)  หลังจากนั้นมีรายงานการระบาด
ของโรคดังกลาวอีกหลายภูมิภาคโดยมีชื่อเรียกที่แตกตางกันออกไป  ในประเทศไทยพบการ
ระบาดในกุงกุลาดําเม่ือปลายป พ.ศ.2537 (Wongteerasupaya et al., 1995) นอกจากในกุงที่
กลาวมายังพบการระบาดในกุง greasyback (Metapeneaus  ensis) และในครัสเตเชียนหลาย
ชนิด ทั้งในธรรมชาติ บอเลี้ยงและหองปฏิบัติการ แตระดับความรุนแรงอาจไมสูงมาก 
(Momoyama et al., 1995) นอกจากประเทศในแถบเอเชียแลวการระบาดของโรคดังกลาวยังพบ
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ไดในบางประเทศของทวีปอเมริกาใต เชน ปานามา เอควาดอร ชิลี และในทวีปอเมริกาเหนือ 
(Pantoja and Lightner, 2003) 
 จากการศึกษาทางชีวโมเลกุลและเนื้อเยื่อวิทยาพบวา WSSV เปนไวรัสชนิด        
ดีเอ็นเอ (DNA)  ที่จัดอยูในกลุม Baculovirus มีสวนประกอบที่สําคัญคือ กรดนิวคลีอิกและ
โปรตีน  อวัยวะเปาหมายของเชื้อน้ีคือเน้ือเยื่อใตเปลือก  เน้ือเยื่อเกี่ยวพัน เน้ือเยื่อบุผิวเหงือก 






























     1. เพ่ือทําใหเลคตินบริสทุธิ์จากฮีโมลิมฟของกุงแชบวยโดยโครมาโทกราฟแบบ
จําเพาะดวยคอลัมน Feuin-agarose 2 ครั้ง 
     2. เพ่ือศึกษาการกระจายของเลคตินในเนื้อเยื่อตาง ๆ ของกุงแชบวย  
 3.  เพ่ือศึกษาการตอบสนองของเลคตินตามเวลาหลังการฉีดกุงดวย  
   Vibrio  harveyi   
   4. เพ่ือหาปริมาณแบคทีเรียกอโรค V.  harveyi  ที่เหมาะสมที่ทําใหแอคทิวิทขีอง  













1.  กุงตัวอยาง  
กุงที่ใชในการศึกษาคือ กุงแชบวยที่มีขนาดลําตัวยาว 10 - 14 เซนติเมตร นํ้าหนัก
ประมาณ 30 - 40 กรัม  และอยูในระยะคราบแข็ง (ไมอยูในระยะลอกคราบ) จับจากทะเลอันดามัน 
(จังหวัดนครศรีธรรมราช) แลวนํามาเลี้ยงในถังพลาสติกขนาด 500 ลิตร ที่ศูนยวิจัยสุขภาพสัตว
นํ้า มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
  กระต ายที่ ใ ช ศึ กษา เม็ด เลื อดแดงเปนกระต ายขาวตาแดงสายพันธุ            
New Zealand นํ้าหนักประมาณ 2 กิโลกรัม อายุ 1 ป ซ่ึงเลี้ยงไวในหนวยเรือนเลี้ยงสัตวทดลอง 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และใหอาหารปกติ 
 
2.  สารเคมี 




Acetic acid             Merck 
Acrylamide        Fluka 
Agar        BD-Biosciences 
Ammonium persulphate     Merck 
Ammonium sulphate      Fluka 
Bisacrylamid (N,N′-methylendiacrylamide)    Fluka 
Bovine serum albumin      Sigma  
Bromophenol blue      Merck 
Carboxymethyl-cellulose     Sigma 
Coomassie plus protein assay reagent kit Pierce  
Ethanol  BDH  




Glacial acetic acid Merck 
Glycerol Sigma  
Glycine       Fluka 
Haparin Difco Laboratories 
Hydrochloric acid      Merck 
Potassium chloride Carlo Erba 
laminarin Sigma 
Low molecular weight standard Amersham Pharmacia 
β-Mercaptoethanol Fluka 
Methanol Merck 
N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid  Sigma 
Phenylmethylsulphonyl fluoride Fluka 
Plate count agar Difco Laboratories 
Potassium phosphate Baker analyzed 
Silver staining kit Bio-Rad 
Sodium chloride Fluka 
Sodium dodecyl sulphate                                           Riedel-de Haen  
Sodium  hydroxide Fluka 
Thiosulphate citrate bile salt sucrose agar  HiMedia 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane Sigma 
Tryptic soy broth BD-Biosciences 
 
3.  อุปกรณ 
 
อุปกรณที่ใช      รุน   บริษัทผูผลิต 
เครื่องชั่ง 3 ตําแหนง    GT410   Ohaus 
เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง    AB204-5  Mettler 
Autoclave     -   Hirayama 
Centrifuge     5415C, 5804R  Eppendorf 
Centrifuge     Avanti J-30I  Beckman Coulter 




อุปกรณที่ใช      รุน   บริษัทผูผลิต 
Incubator     1510E   Shel lab 
Micropipette                 -   Eppendrof, Gilson 
Microtiter plate     -   Nunc 
Microtube pump MP-3    MP-3N   Eyela 
Orbital shaker     OS 20   Boeco 
pH meter     Accumet 15  Fisher Scientific 
Power supply     1000/500  Bio-Rad 
Slab gel electrophoresis apparatus  AE-6400  Atto 
UV-VIS spectrophotometer   160A   Shimadzu 
Vortex      G-560E  Scientific-  
         Industries 




1.  การเตรียมซีรัมจากฮีโมลิมฟของกุงแชบวย 
    ดูดฮีโมลิมฟจากกุงแชบวยทันทีหลังจับขึ้นมาดวยกระบอกฉีดยาขนาด                
1 มิลลิลิตร และเข็มขนาด 24G ความยาว 1 น้ิว จากบริเวณ pericadium หรือขาเดินคูที่ 3 เก็บ       
ฮีโมลิมฟที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 24 ชั่วโมง เพ่ือใหฮีโมลิมฟแข็งตัว นําใสหลอด homogenizer ทํา
การโฮโมจีไนซ (homogenize) หลังจากนั้นนําไปเซนตริฟวจ (centrifuge) ที่ความเร็ว 12,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 30 นาที เก็บสวนใสหรือซีรัมไวที่ -20°ซ เพ่ือใชศึกษาตอไป 
 
2.  การเตรียมสารสกัดจากเน้ือเยื่อของกุง 
   ในการทดลองหาแอคทิวิทีของเลคตินทําการสกัดเนื่อเยื่อโดยตัดเนื้อเยื่อจากกุง
ไปชั่งนํ้าหนักแลวนําใสหลอด homogenizer เติม TBS-Ca (50 mM Tris-HCI, pH 7.5 ที่มี     
0.1 M NaCI และ 50 mM CaCl2) โดยใชอัตราสวนเนื้อเยื่อ 1 กรัม : TBS-Ca 2 มิลลิลิตร 
หลังจากนั้นทําการโฮโมจีไนซ ดูดใสหลอด eppendorf  ขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปเซนตริฟวจ
ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่ 4°ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง แยกตะกอนและไขมันทิ้งไป นําสวน
ใสซึ่งเปนสารสกัดเนื้อเยื่อแบงใสหลอด หลอดละ 200 ไมโครลิตร และนําไปหาแอคทิวิทีทันที  
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3.  การเตรียมสารสกัดฮีโมไซท (hemocyte lysate, HLS) 
  ดูดฮีโมลิมฟจากบริเวณ pericardium หรือขาเดินคู ที่ 3 ของกุงแชบวย แลว
ผสมกับสารกันเลือดแข็งตัว [salt anticoagulant, 10 mM HEPES (N-2-hydroxyethyl-
piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid), pH 7.3, 450 mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM EDTA 
(ethylenediaminetetraacetic acid)] ปริมาตร 1 : 2 เทา จากนั้นนําไปเซนตริฟวจ ที่ความเร็ว 
6,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ นาน 5 นาที แลวดูดแยกสวนใสและเม็ดเลือดออกจากกัน 
ลางเม็ดเลือดดวยการแขวนลอยในสารกันเลือดแข็งตัว เขยาใหเขากันเบา ๆ แลวนําไป       
เซนตริฟวจอีกครั้ง ดูดสวนใสทิ้ง เก็บตะกอนไวในไนโตรเจนเหลวทันที จากนั้นนําไปเก็บที่       
-80°ซ เพ่ือรอใชศึกษาตอไป หรือทําเปน HLS โดยทําใหเม็ดเลือดแตกดวยวิธี freeze-thaw 
จากนั้นเตรียมตอโดยแขวนลอยใน TBS-Ca ในสัดสวนฮีโมลิมฟกอนผสมกับสารกันเม็ดเลือด
แข็งตัว 1 สวน ตอ TBS-Ca 2 สวน ผสมใหเขากันเพ่ือทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
กระตายตอไป 
 
4.  การหาปริมาณโปรตีน 
    หาปริมาณโปรตีนของสารตัวอยางดวยชุดหาโปรตีน (Coomassie plus protein 
assay reagent kit) จากบริษัท Pierce ซ่ึงดัดแปลงตามวิธีของ Bradford (1976) ดังน้ี ดูดสาร
ตัวอยางปริมาณที่เหมาะสม แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 50 ไมโครลิตร เติมสารละลาย
ชุดหาโปรตีน 1 มิลลิลิตร โดยทําควบคูไปกับ BSA (bovine serum albumin) จากบริษัท Pierce 
ซ่ึงใชเปนโปรตีนมาตรฐาน โดยเจือจาง BSA ใหมีปริมาณโปรตีน 2-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (A595) ดวยเครื่อง 
UV-VIS spectrophotometer 
 
5.  การทดสอบสมบัติในการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายของเลคติน 
 ดูดเลือดจากกระตาย นําไปผสมกับเฮพาริน (heparin) เพ่ือกันเลือดแข็งตัว  
จากนั้นนําไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 2,500 รอบตอนาที ที่ 4°ซ นาน 5 นาที แลวลางเม็ดเลือด
แดงดวย TBS-Ca โดยการเซนตริฟวจที่ความเร็วเดิม 3 ครั้ง แขวนลอยเม็ดเลือดแดงใน TBS-
Ca ใหมีความเขมขน 2% แลวนําไปทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงตามวิธีของ Kilpatrick 
และ Yeoman (1978) โดยผสมสารละลายเลคตินที่เจือจางแบบ 1:2 ตามลําดับ (1:2 serial 
dilution) 25 ไมโครลิตร กับ 2% สารแขวนลอยเม็ดเลือดแดง 25 ไมโครลิตร ในไมโครไตเตอร
เพลท (microtiter plate) ที่อุณหภูมิหองนาน 45 นาที เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ใช TBS-Ca 
แทนสารละลายเลคติน 
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  แอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง (hemagglutinating activity, HA) มีคา
เปนสวนกลับของไตเตอร (titer) ที่เปนคาการเจือจางสูงสุดของสารละลายเลคติน ซ่ึงยังทําให
เม็ดเลือดแดงเกาะกลุมไดสมบูรณ  ดังตัวอยางเชน ถาไตเตอรมีคา 1:8 แอคทิวิทีของการเกาะ
กลุมเซลลมีคา 8 หนวยตอปริมาตรสารละลายเลคตินที่ใช 25 ไมโครลิตร โดยใชเม็ดเลือดแดง
กระตายความเขมขน 2 % ปริมาตรอีก 25 ไมโครลิตร รวมเปน 50 ไมโครลิตร  หรือถาใน 100 
ไมโครลิตร จะมีสารละลายเลคตินอยู 50 ไมโครลิตร แสดงวาถาสารละลายเลคตินรวมกับสาร
แขวนลอยเม็ดเลือดแดง 1 มิลลิลิตร สามารถคํานวณหาแอคทิวิทีของเลคตินไดคือ 
   แอคทิวิทีของเลคติน  = titer x ปริมาตรสุดทาย (1 ml) 
      ปริมาตรสารละลายเลคติน   
     = 8 หนวย x 1,000 ไมโครลิตร  
       50 ไมโครลิตร 
แอคทิวิทีของเลคตินในสารตัวอยางนี้ = 160 หนวย/มิลลิตร (U/ml) 
  สวนแอคทิวิที จําเพาะของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตาย (specific 
hemagglutinating activity, U/mg) มีคาเปนแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงตอมิลลิกรมั
ของโปรตีน 
 
6.  การศึกษาผลการยับยั้งของลามินารินตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของเลคติน 
  เจือจางสารละลายเลคตินใหมีความสามารถในการทําใหเม็ดเลือดแดงกระตาย  
เกาะกลุม 32 หนวย ใชเลคตินที่เจือจาง 25 ไมโครลิตร ผสมกับลามินาริน (laminarin) ที่ความ
เขมขนตาง ๆ กัน ในชวง 0-100 mg/ml  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร วางที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 
1 ชั่วโมง แลวเติมสารแขวนลอยเม็ดเลือดแดงกระตาย 4% ปริมาตร 25 ไมโครลิตร จากการ
ทดลองนี้คํานวณหาความเขมขนของลามินารินที่สามารถยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
กระตายโดยเลคตินได 100%  
 
7.  การศึกษาการกระจายของเลคตินในเน้ือเยื่อตางๆ 
         เพ่ือศึกษาการกระจายของเลคตินในเนื้อเยื่อตางๆ นอกเหนือไปจากในฮีโมลิมฟ 
ทําการวัดการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของเลคตินในตัวอยางจากฮีโมลิมฟ ซ่ึงไดแก ซีรัมและใน






8.  การทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ  
(Nondenaturing polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) 
  โพลีอะคริลาไมดเจลที่ใชในการศึกษาเปนเจลแผน (slab gel) ขนาด 10 x 12 
เซนติเมตร หนา 1 มิลลิเมตร ประกอบดวยเจล 2 สวน คือเจลสวนบน (stacking gel) มีความสูง
ประมาณ 3 เซนติเมตร และเจลสวนลาง (separating gel) มีความสูง 7 เซนติเมตร เตรียม      
โพลีอะคริลาไมดเจล 4-10% ตามวิธีของ Davis (1964) ซ่ึงมีสวนประกอบของเจลเปนดังน้ี 
 
 
  8.1  การเตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน 
   เตรียมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน โดยผสมสารตัวอยาง 3 สวน กับ
บัฟเฟอรตัวอยาง (sample buffer) 1 สวน ซ่ึงประกอบดวย 0.2 M Tris - HCl, pH 6.8, 8 mM 
EDTA, 40% กลีเซอรอล (glycerol) และ 0.4% โบรโมฟนอลบลู (bromophenol blue) เตรียม
โปรตีนมาตรฐานเหมือนกับการเตรียมสารตัวอยาง 
 8.2  การทําอิเล็กโทรฟอรีซิส 
    นําสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานใสในแตละชองเจล
สวนบน ทําอิเล็กโทรฟอรีซิสในบัฟเฟอร 0.025 M Tris - 0.192 M glycine, pH 8.3 เปด
กระแสไฟฟาคงที่ ที่ 15 mA นาน 2 ชั่วโมง จนกระทั่งสีของโบรโมฟนอลบลูเคลื่อนที่ไปจนสุด
ขอบลาง ปดกระแสไฟฟา แลวนําเจลไปยอมสี 
8.3  การยอมสีโปรตีนแบบซิลเวอร (Silver staining) 
 หลังการทําอิเล็กโทรฟอรีซิส นําเจลไปตรึงโปรตีนดวย 40% เมธานอล 
(methanol) -10% กรดน้ําสม (acetic acid) นาน 30 นาที หลังจากนั้นแชเจลในสารละลาย   
10% เอธานอล  (ethanol) -5% กรดน้ําสม นาน 15 นาที 2 ครั้ง จากนั้นใชชุดยอมซิลเวอร 
(silver staining kit) ของบริษัท Bio-Rad โดยเติมสารละลายออกซิไดเซอร (oxidizer solution) 
เขยานาน 5 นาที ลางเจลดวยน้ําปลอดไอออน (deionized water) ครั้งละ 5 นาที จนกระทั่งสี
Separating gel                     Composition Stacking gel 
3% (5 ml) 4% (3 ml) 10% (3 ml) 
30% Acrylamide-0.8% bisacrylamide 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 






















เหลืองในเจลหมดไป จากนั้นแชเจลในน้ํายาซิลเวอร (silver reagent) นาน 20 นาที ลางดวยน้ํา
ปลอดไอออน นาน 1 นาที จากนั้นเติมสารละลายดีวีโลเปอร (developer) เขยาและเปลี่ยน
สารละลายเม่ือสีของสารละลายเปลี่ยนเปนสีเทาดํา และเม่ือปรากฏแถบของโปรตีน หยุด
ปฏิกิริยาดวย 5% กรดน้ําสม 
 
9.  การทําใหเลคตินบริสุทธ์ิจากซีรัมของกุงแชบวย  
   เม่ือทําการแยกเลคตินจากซีรัมของกุงแชบวยโดยโครมาโทกราฟแบบจําเพาะ
ดวยคอลัมน  Fetuin-agarose ตามวิธีของ Rittidach และคณะ (2007) พบวายังไมสามารถแยก
ไดเลคตินบริสุทธิ์ งานวิทยานิพนธจึงไดลองทําใหเลคตินบริสุทธิ์ตอโดยการผานคอลัมน Fetuin-
agarose ที่ไมเคยใชงานอีกครั้ง รวมเปน 2 ครั้ง 
 9.1  การแยกเลคตินจากซีรัมโดยคอลัมน  Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 
    เตรียมคอลัมน Fetuin-agarose ที่มีขนาด 1.2 x 18  เซนติเมตร มีปริมาตรเจล  
22 มิลลิลิตร  ซ่ึงปรับใหสมดุลกอนดวย 50 mM Tris-HCl, pH 7.5 ที่มี 0.3 M NaCl และ 0.1 M 
CaCl2  (Tris-NaCa) ปริมาตร 10 เทาของปริมาตรคอลัมน  
    นําซีรัม 6.5  มิลลิลิตร  ที่เตรียมไดจากขอ 1 ผานลงในคอลัมน Fetuin-agarose   
แลวลางคอลัมนดวย Tris-NaCa ใหมีอัตราไหล 15 มิลลิลิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ     
1 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (A280) จนคา A280 เขาใกล
ศูนย แลวชะคอลัมนดวย 0.1 M NAcGlc ในบัฟเฟอรชนิดเดิม ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ดวย
อัตราเร็วและเก็บสารละลายปริมาตรเทาเดิม นําสารละลายแตละหลอดไปวัดคา A280 ไดแอไลซ 
(dialyse) ใน 50 mM Tris-HCl, pH 7.4 - 0.15 M NaCl (TBS) แลวทดสอบความสามารถในการเกาะ
กลุมของเม็ดเลือดแดงกระตาย รวมสารละลายหลอดที่มีความสามารถในการเกาะกลุมเซลลเม็ด
เลือดแดงสูงเขาดวยกัน ทําใหเขมขนโดย CM-cellulose ไดแอไลซใน TBS แลวนําไปทดสอบ
ความบริสุทธิ์โดยวิธีโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ (ตามวิธีการขอ 8) 
 9.2  การแยกสารละลายเลคตินตอโดยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 2 
    นําสารละลายเลคตินที่แยกไดจากคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 ปริมาณ
โปรตีน 0.46 มิลลลิกรัม ซ่ึงมีแอคทิวิทีของเลคตินสูง ผานลงในคอลัมน Fetuin-agarose ใหมที่
ไมเคยใชงานอีกครั้ง ซ่ึงมีปริมาณเจล 10 มิลลิลิตร และไดปรับคอลัมนใหสมดุล รวมทั้งทําการ
แยกเหมือนกับขอ 9.1 จากนั้นชะคอลัมนดวย 0.1 M NAcGlc ในบัฟเฟอรชนิดเดิม ปริมาตร  25
มิลลิลิตร ดวยอัตราเร็วและเก็บสารละลายปริมาตรเทาเดิม  นําสารละลายแตละหลอดไปวัดคา 




ฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ    
 
10.  การเตรียมจุลชีพ 
    เพ่ือศึกษาผลของการฉีดกุงดวยแบคทีเรียและไวรัสที่มีตอระดับแอคทิวิทีของ  
เลคติน จุลชีพที่ใชไดแกแบคทีเรียกอโรคกุง V.  harveyi แบบ active และ inactive แบคทีเรียที่
ไมกอโรคกุง E. coli และ V. cholerae และไวรัสที่กอใหเกิดโรคตัวแดงดวงขาว (WSSV) โดยทํา
การฉีดจุลชีพเหลานี้ในกุงที่คัดขนาดเทาๆ กัน ดวยปริมาณเซลลจุลชีพเทากัน โดยศึกษา
ปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่เหมาะสมที่มีผลทําใหระดับของเลคตินในฮีโมลิมฟเปลี่ยนแปลง เพ่ือ
เปนตัวกําหนดปริมาณเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ ที่จะใช 
  10.1  การเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง Tryptic soy agar (TSA) 
  10.1.1  การเตรียม V. harveyi  
                   แบคทีเรียกอโรคที่ใชในการทดลองคือ V. harveyi ซ่ึงไดรับความอนุเคราะห
จากศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้า มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร โดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง 
TSA ที่มี 1.5% NaCl ที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 15 ชั่วโมง เพ่ิมปริมาณเชื้อโดยเลี้ยงในอาหาร
ชนิดเดิม  โดยนําเชื้อที่เลี้ยงไว 1 โคโลนี (single colony) เกลี่ยดวยไมพันสําลีลงบนอาหารจน
ทั่วเพลท บมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 15 ชั่วโมง ชะเชื้อออกจากเพลทโดยเขี่ยดวยไมพันสําลี  
ลางเซลลแบคทีเรียในน้ําเกลือ (0.85% NaCl) นําไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที 
นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ ลางตะกอนสามครั้ง และเตรียมแบคทีเรียในนํ้าเกลือใหมีคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร อยูในชวง 1.6-2.0 หนวย นับจํานวนโคโลนี ใหอยู
ในชวงปริมาณเชื้อที่ตองการ โดยเจือจางเชื้อในน้ําเกลือดวยอัตราสวน 1:10 ตามลําดับ ดูดสาร
แขวนลอยที่ไดอยางละ 100 ไมโครลิตร แลวนําไปเกลี่ย (spread) บนจานอาหารที่มี plate 
count agar (PCA) บมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 15 ชั่วโมง จากนั้นนับจํานวนเชื้อ จากจาน
อาหารที่มีจํานวนโคโลนี 30-300 โคโลนี หลังจากทราบจํานวนโคโลนีที่แนนอนแลว สามารถ
คํานวณหาปริมาณเชื้อที่ตองการฉีดเขาตัวกุงได 
 ทําให V. harveyi inactive โดยนําสารแขวนลอย V. harveyi แบบ active ที่มี
ปริมาณเชื้อ 5x1010 เซลล/มิลลิลิตร ไปเซนตริฟวจที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 
นาที  ที่อุณหภูมิ 4°ซ  แลวแขวนลอยตะกอนแบคทีเรียใน TBS ที่มี 0.1% thimerosal  บมที่
อุณหภูมิ 37°ซ คางคืน และทําการลางตะกอนแบคทีเรียในน้ําเกลือ แลวละลายกลับใหมี




 10.1.2  การเตรียม V. cholerae  
 แบคทีเรีย V. cholerae ที่ใชในการทดลอง ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชา
จุลชีววิทยา โดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง TSA ที่มี 1.5% NaCl ที่อุณหภูมิ  37°ซ นาน 15 
ชั่วโมง แลวทําตอเชนเดียวกับ V. harveyi  ที่ active 
10.1.3  การเตรียม E. coli 
 แบคทีเรีย E. coli  ที่ใชในการทดลองไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชา          
จุลชีววิทยา  โดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง TSA ที่มี 1.5% NaCl ที่อุณหภูมิ  37°ซ นาน 15 
ชั่วโมง แลวทําตอเชนเดียวกับ V. harveyi  ที่ active 
  10.2  การเลีย้ง V.  harveyi  ในอาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB) 
                   แบคทีเรีย V. harveyi ที่ใชทดลอง ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยสุขภาพ
สัตวนํ้า มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร โดย streak แบคทีเรียดวยลูปสําหรับเขี่ยเชื้อบนอาหาร 
TSA ที่มี 1.5% NaCl บมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 15 ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อที่เลี้ยงไว 1 
โคโลนี เลี้ยงตอในอาหารเหลว TSB ที่มี 1.5% NaCl ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37°ซ 
เปนเวลา 15 ชั่วโมง เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ (stock) แลวเพ่ิมปริมาณเชื้อโดยดูดสารแขนลอยของหัว
เชื้อใสในอาหารเหลวชนิดเดิม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมเปนเวลา 15 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37°ซ 
จากนั้นลางเซลลแบคทีเรียที่ได และนับจํานวนเซลลเพ่ือเตรียมความเขมขนที่ตองการ  
 10.3  การเตรียมไวรัส WSSV  
  WSSV ที่นํามาทดลองไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยสุขภาพสัตวนํ้า 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ซ่ึงมีวิธีการเตรียมหัวเชื้อ WSSV โดยดัดแปลงจาก กิจการ       
ศุภมาตย และคณะ (2542) คือ ตัดเนื้อเยื่อบริเวณเหงือก หัวใจ ผิวใตเปลือกและตอมนํ้าเหลือง
ของกุงที่ติดเชื้อ WSSV มาบดใหละเอียดใน TBS ในอัตราสวน 1: 2 (นํ้าหนักเนื้อเยื่อ: ปริมาตร 
TBS) แลวเซนตริฟวจที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เก็บ
สารละลายสวนใสกรองผานกระดาษกรอง (0.45 ไมครอน) เพ่ือกําจัดแบคทีเรียและสิ่ง
แปลกปลอมอื่น ๆ  ที่ปนเปอนออกไป  แลวเก็บ WSSV ไวที่  -70°ซ  จนกวาจะนํามาใช  
   WSSV ที่ใชฉีดกุงเตรียมโดยเจือจางเชื้อ WSSV จากที่กลาวขางตนใหมีความ
เขมขน 1x10-5 เทาของหัวเชื้อใน TBS เพ่ือใชฉีดกุงตอไป 
 
11.  การหาปริมาณ V. harveyi และเวลาที่มีผลทําใหระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัม  
       เปลี่ยนแปลง 
11.1  การศึกษาระดับเลคตินในซีรัม ณ เวลาตางๆ หลังการฉีด V. harveyi 
  เลี้ยงกุงแชบวยในถังพลาสติคกลมความจุ 25 แกลลอน (gallon) ที่ผานการฆา
เชื้อไวเรียบรอยแลว มีนํ้าทะเลประมาณครึ่งถัง ใหอากาศตลอดเวลา ทิ้งไวประมาณ 1 สัปดาห
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โดยนํากุงที่คัดขนาดใกลเคียงกันซึ่งมีนํ้าหนักประมาณตัวละ 30-40 กรัม ลงเลี้ยงในถัง ถังละ   
4-5 ตัว ใหอาหารทุก 8 ชั่วโมง ปลอยใหกุงปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมในถังประมาณ 3 วัน 
โดยสังเกตวากุงแข็งแรงไมมีอาการออนเพลีย วายน้ําและกินอาหารเปนปกติ  จากนั้นนําเชื้อ          
V. harveyi ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ความเขมขน 3 x 108 เซลลตอมิลลิตร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ฉีดเขากุงแชบวย ที่บริเวณกลามเน้ือโคนหางเพื่อกระตุนใหติดโรค โดยดัดแปลง
วิธีการของ Martin และคณะ (1993) สําหรับกุงชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือปริมาตรเทากัน แลว
เจาะฮีโมลิมฟจากกุงแตละตัวที่เวลาตางๆ คือ 0, 6, 12, 18, และ 24 ชั่วโมง หลังการฉีด นํา      
ฮีโมลิมฟไปหาแอคทิวิทีของเลคตินโดยวิธีทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายเพื่อศึกษา
ระยะเวลาที่ระดับเลคตินเปลี่ยนแปลงหลังการฉีด  
11.2  การศึกษาระดับเลคตินในซีรัมเมื่อฉีดดวย V. harveyi  ปริมาณตางๆ 
   ในการหาปริมาณเชื้อ V. harveyi  ที่เหมาะสมที่ทําใหระดับแอคทิวิทีของ      
เลคตินในฮีโมลิมฟของกุงแชบวยเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ ในขั้นตนไดทดลองใชเชื้อจากการ
เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ดังน้ี เตรียมกุงสําหรับฉีดเชื้อในทํานองเดียวกันกับวิธีขอ 11.1 โดย
เลี้ยงใวในถังพลาสติคกลม จากนั้นนําเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ความเขมขน
ตาง ๆ คือ 2 x 108, 3 x 108, 4 x 108, และ 5 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตรอยางละ 100 
ไมโครลิตร ฉีดเขากุงแชบวยที่บริเวณกลามเนื้อโคนหาง สําหรับกุงชุดควบคุมฉีดดวยน้ําเกลือ
ปริมาตรเทากัน  แลวเจาะฮีโมลิมฟจากกุงแตละตัวที่เวลาตาง ๆ คือ เก็บฮีโมลิมฟของกุงกอน
การฉีด (เวลา 0 ชั่วโมง) ที่ 6, 12, และ 18 ชั่วโมง หลังการฉีด นําฮีโมลิมฟไปหาแอคทิวิที
ของเลคตินโดยวิธีทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตาย พบวาการฉีด V. harveyi ปริมาณ 
5 x 107 เซลลตอตัวกุง มีผลทําใหแอคทิวิทีของเลคตินเพ่ิมขึ้นสูงที่สุดที่ชั่วโมงที่ 12 จากนั้นทํา
การฉีดกุงอีกชุดดวยเชื้อ V. Harveyi ที่เลี้ยงบนอาหารชนิดเดิม ความเขมขนดังน้ีคือ 5 x 107,   
5 x 108, 5 x 109 และ 5 x 1010 เซลลตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และฉีดกุงดวย
นํ้าเกลือเปนชุดควบคุม จากนั้นเจาะฮีโมลิมฟของกุงแตละตัวที่เวลา 0, 6, 12 ชั่วโมง หลังการฉีด 
เปรียบเทียบระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงแชบวยทั้งสองชุดการทดลอง เพ่ือหาความ
เขนขนของเช้ือที่เหมาะสมที่ทําใหกุงติดเชื้อไดดี ไมทําใหกุงตายภายใน 12 ชั่วโมง และมีการ
เปลี่ยนแปลงระดับเลคตินในซีรัมที่เห็นชัดเจน 
  สวนการทดลองโดยใชเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ทําการ
ทดลองวิธีเดียวกับวิธีขางตน โดยนําเชื้อมาเตรียมใหมีความเขมขนตางๆ คือ 5 x 105, 5 x 106, 
5 x 107 และ 5 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร นําไปฉีดเขาตัวกุง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และฉีดกุง
ดวยน้ําเกลือเปนชุดควบคุม หลังจากนั้นเจาะฮีโมลิมฟของกุงแตละตัวที่เวลาตาง ๆ คือ 0, 6, 




12.  การศึกษาผลของการฉีดจุลชีพชนิดตางๆ ที่มีตอระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัม 
  เพ่ือทดสอบความจําเพาะของเลคตินที่ตอบสนองตอจุลชีพตางชนิด จุลชีพที่ใช
ในการฉีดกุง ไดแกแบคทีเรียกอโรคกุง V. harveyi  แบบ active และ inactive แบคทีเรียที่ไมกอ
โรคกุงคือ V. cholerae และ E. coli  ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA รวมทั้งไวรัสที่กอใหเกิดโรคตัว
แดงดวงขาว WSSV โดยทําการทดลองทํานองเดียวกับ V. harveyi แบบ active  คือฉีด
แบคทีเรียปริมาณ 5x1010 เซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนความเขมขนที่เหมาะสมที่ทําใหระดับเลคติน
เปลี่ยนแปลงมาก สวนไวรัส WSSV ใชความเขมขน 1x10-5 เทาของหัวเชื้อ ปริมาตรอยางละ 
100 ไมโครลิตร ฉีดที่บริเวณกลามเนื้อโคนหาง จากนั้นนํากุงไปเลี้ยงตอตามปกติ เก็บฮีโมลิมฟ
ของกุงกอนการฉีด (เวลา 0 ชั่วโมง) และหลังการฉีดที่ 6 และ 12 ชั่วโมง และตรวจวัดแอคทิวิที
ของเลคตินในซีรัม เปรียบเทียบระดับแอคทิวิทีของเลคตินของกุงที่ถูกฉีดดวยเชื้อจุลชีพแตละ
ชนิดกับของชุดควบคุม 




13.  สถิติที่ใชในการวิเคราะห 
 วิเคราะหความแตกตางของขอมูลในขอ 11-12 ในรูปคาเฉลี่ย ± คาผิดพลาด
มาตรฐาน (mean + S.E.) โดยใชการวิเคราะหแบบ T-test จากโปรแกรม simple interactive 

















1.  การทําใหเลคตินบริสทุธ์ิจากซีรัมของกุงแชบวย 
  จากงานวิทยานิพนธของ Rittidach (2006)  พบวาเลคตินในกุงแชบวยมีความ 
จําเพาะตอไกลโคโปรตีนฟทูอิน  งานวิทยานิพนธน้ีจึงใชคอลัมน Fetuin-agarose ในการแยก   
เลคตินจากซีรัมของกุงแชบวย  
1.1  การแยกโดยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 
  จากการนําซีรัมปริมาตร 6.5 มิลลิลิตร มีปริมาณโปรตีน 796.77 มิลลิกรัม ผาน
ลงในคอลัมน Fetuin-agarose ที่ผานการใชมาแลว แลวลางคอลัมนดวยบัฟเฟอร Tris-NaCa 
พบวามีโปรตีนถูกชะออกมา 1 พีค (peak) คือพีค FF1 ที่มีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ดเลือด
แดงกระตายนอยมาก ดังแสดงผลในรูปที่ 8 เม่ือลางคอลัมนตอดวย 100 mM NAcGlc ใน
บัฟเฟอรชนิดเดียวกัน พบวามีโปรตีนถูกชะออกมาอีก 1 พีค คือ พีค FF2 เม่ือรวมสารละลาย
หลอดที่ 96-102 ที่มีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเซลลเม็ดเลือดแดงกระตายสูงเขาดวยกัน        
ไดแอไลซและทําใหเขมขน พบวาสารละลายโปรตีนพีค FF2 มีปริมาณโปรตีน 0.46 มิลลิกรัม   
คิดเปน 0.0577% ของซีรัมโปรตีนเริ่มตน  และมีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
กระตาย 40,600 หนวย และ 88,260 หนวย/มก.โปรตีน คิดเปน 61% และมีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 
1,057 เทา ของซีรัมเลคตินเริ่มตน ตามลําดับ ดังแสดงผลในตารางที่ 3 และรูปที่ 8 เม่ือนํา
สารละลายเลคตินพีค  FF2  ไปทดสอบความบริสุทธิ์โดยโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส
แบบไมแปลงสภาพ ปรากฏโปรตีนเลคติน 1 แถบ และโปรตีนอ่ืนอีก 1 แถบ (รูปที่ 9 แถวที่ 3) 
บงชี้วาเลคตินที่แยกไดโดยคอลัมนน้ียังไมบริสุทธิ์ และผลการทดลองที่ไดใกลเคียงกับงานของ 
Rittidach และคณะ (2007) โดยคอลัมนน้ีสามารถกําจัดโปรตีนอ่ืน ๆ ในซีรัมไปไดมากกวา 99%  
  นอกจากนี้ยังพบวาในการแยกเลคตินจากซีรัมของกุงแชบวยดวยคอลัมน 
Fetuin-agarose ไมวาจะเปนคอลัมนใหมหรือคอลัมนที่เคยใชงานมาแลว  ไมสามารถแยกเลคติน
ไดบริสุทธิ์ โดยมีแถบโปรตีนอ่ืนอีก 1 แถบ ปนเปอนมาดวย เม่ือวิเคราะหโดยการทําโพลีอะคริลา




คอลัมนดวยบัฟเฟอรที่มีเกลือและน้ําตาล NAcGlc ความเขมขนสูงหลายครั้ง เม่ือ นิษา ไพจิตร 






















      
     รูปที่ 8  การแยกเลคตนิจากซีรัมดวยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 
          นําซีรัมปริมาตร 6.5 มิลลิลติร (โปรตีน 796.77 มิลลิกรัม) ผาน
ลงในคอลัมน Fetuin-agarose (1.2 x 18.7 เซนติเมตร) ลางคอลัมน
ดวยบัฟเฟอร Tris-NaCa อัตราไหล 10 มิลลลิิตรตอชั่วโมง เกบ็
สารละลายหลอดละ 1 มิลลลิิตร จนคา A280 เขาใกลศนูย จากนั้นชะ
ดวย 100 mM NAcGlc ในบัฟเฟอรชนิดเดิม ดวยอัตราเร็วเทาเดมิ 

























































รูปที่ 9  แบบแผนโปรตีนในโพลีอะครลิาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซสิแบบไมแปลง 
   สภาพของสารละลายเลคตินซึ่งทําใหบริสุทธ์ิโดยคอลัมน Fetuin-agarose  
   2 ครั้ง ซึ่งยอมเจลแบบซลิเวอร 
  แถวที่  1  โปรตีนมาตรฐาน 
  แถวที่  2  ซีรัม 
  แถวที่  3  สารละลายเลคตินพีค FF2 จากคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 





คอลัมนชนิดนี้ทําใหมีการสูญเสียแอคทิวิทีของเลคตินไปมาก  อาจเปนเพราะ dextran ของ
คอลัมนสามารถจับไดดีกับเลคตินสวนที่เปนไกลโคโปรตีน  เน่ืองจากพบวาเลคตินของกุงแชบวย
มีสมบัติเปนไกลโคโปรตีน (Rittidach, 2006) ในงานวิทยานิพนธน้ีไดเลือกใชคอลัมน Fetuin-
agarose ที่ผานการใชมาแลวเปนขั้นตอนแรกในการแยกเลคตินจากซีรัมของกุงแชบวย  
1.2  การแยกโดยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 2 
  เน่ืองจากสารละลายเลคตินที่แยกไดจากคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 ซ่ึง
ผานการใชงานมาแลว ยังมีโปรตีนอ่ืนปนเปอนมาดวย (ผลขอ 1.1)  ดังน้ัน งานวิทยานิพนธน้ีจึง
ไดทําใหเลคตินบริสุทธิ์ตอดวยคอลัมน Fetuin-agarose ใหมซ่ึงยังไมเคยใชงานมากอน เปน
ขั้นตอนที่สองของการทําใหเลคตินบริสุทธิ์  โดยนําสารละลายเลคตินพีค FF2 ปริมาณ 0.46 
มิลลิกรัม ที่ไดจากคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 ไปแยกตอดวยคอลัมน Fetuin-agarose 
ใหม แลวลางคอลัมนดวยบัฟเฟอร Tris-NaCa พบวามีโปรตีนถูกชะออกมา 1 พีค คือพีค SF1   
ที่ไมมีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตาย ดังแสดงผลในรูปที่ 10 เม่ือลางคอลัมน
ตอดวย 100 mM NAcGlc ในบัฟเฟอรชนิดเดียวกัน  พบวามีโปรตีนถูกชะออกมาอีก 1 พีค      
(พีค SF2) เม่ือรวมสารละลายหลอดที่มีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเซลลเม็ดเลือดแดงกระตายสูง
เขาดวยกัน  ไดแอไลซและทําใหเขมขน พบวาสารละลายเลคตินพีค SF2 มีปริมาณโปรตีน 
0.104 มิลลิกรัม คิดเปน 0.0001% ของซีรัมโปรตีนเริ่มตน และมีแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเม็ด
เลือดแดงกระตาย 16,640 หนวย และ 15,865 หนวย/มก.โปรตีน คิดปริมาณเลคตินที่แยกได 
25% และมีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 1,898 เทา ของซีรัมเลคตินเริ่มตน ตามลําดับ ดังแสดงผลใน
ตารางที่ 3 การแยกสารละลายเลคตินพีค SF2 ตอดวยคอลัมน Fetuin-agarose ใหมครั้งที่ 2 น้ีมี
ประสิทธิภาพของการแยกไมตางจากการแยกสารละลายเลคตินพีค FF2 ตอดวยคอลัมน 
Superose 12 FPLC ที่แยกเลคตินไดโดยมีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 1,890 เทาของซีรัมเลคติน
เริ่มตน (Rittidach et al., 2007) แตมีขอดีกวา 2 ประการคือ ประการแรก การแยกเลคตินดวย
การผานคอลัมน Fetuin-agarose 2 ครั้งสามารถแยกเลคตินบริสุทธิ์ได yield (25%) มากกวาการ
แยกสารละลายพีค FF2 ตอดวยคอลัมน Superose 12 FPLC ซ่ึแยกเลคตินบริสุทธิ์ได 15.9% 
ของซีรัมเลคตินเริ่มตน (Rittidach et al., 2007) และประการที่สอง วิธีการในงานวิทยานิพนธน้ี
ดีกวาการใชคอลัมน Superose 12 FPLC ซ่ึงมีขนาดใหญและปรับปริมาณไมได ดังน้ันในการใช
คอลัมน Superose 12 FPLC  แตละครั้งตองใชสารละลายเลคตินพีค FF2 ปริมาณมาก  ซ่ึงได
จากการรวมสารละลายเลคตินพีค FF2 ที่ผานการแยกดวยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 1 
หลาย ๆ คอลัมนเขาดวยกัน  ในขณะที่การแยกสารละลายเลคตินพีค FF2 ตอดวยคอลัมน 
Fetuin-agarose ใหมครั้งที่ 2  สามารถปรับปริมาณเจลหรือขนาดคอลัมนที่ใชตามปริมาณ
























 รูปที่ 10   การแยกสารละลายเลคตนิพีค FF2 ที่ไดจากคอลัมน Fetuin-agarose 
    ครั้งที่ 1 ดวยคอลัมน Fetuin-agarose ครั้งที่ 2  
              นําสารละลายเลคตนิเขมขนพีค FF2 จากคอลัมน Fetuin-agarose 
ปริมาณโปรตีน 0.46 มิลลิกรัม ไปแยกตอดวยคอลมัน Fetuin-agarose 
ใหม (1x12.7 เซนตเิมตร) ลางคอลัมนดวยบัฟเฟอร Tris-NaCa ดวยอัตรา
ไหล 10 มิลลลิิตรตอชั่วโมง เก็บสารละลายหลอดละ 0.8 มิลลิลติร จนคา 
A280 เขาใกลศูนย จากนั้นชะดวย 100 mM NAcGlc ในบัฟเฟอรชนิดเดิม 









































  เม่ือนําสารละลายเลคตินพีค SF2 ไปทดสอบความบริสุทธิ์โดยโพลีอะคริลาไมด
เจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ  ปรากฏแถบเลคตินเพียงแถบเดียวจากการยอมโปรตีน
แบบซิลเวอร (รูปที่ 9 แถวที่ 4) บงชี้วาสารละลายเลคตินที่แยกไดจากคอลัมน Fetuin-agarose 
ใหมครั้งที่ 2 บริสุทธิ์ และแสดงใหเห็นวาการใชโครมาโทกราฟแบบจําเพาะมีประสิทธิภาพในการ
ทําใหเลคตินบริสุทธิ์ไดดีกวาโครมาโทกราฟแบบเจลฟลเทรชัน  ซ่ึงคลายกับการใชคอลัมน 
erythrocyte stroma ที่ตรึงกับ Sephadex G-25 ในการแยกเลคตินจากฮีโมลิมฟของกุงกาม 
กรามซึ่งเปนการแยกเพียงขั้นตอนเดียวก็ไดเลคตินบริสุทธิ์ (Vazquez et al., 1993)  สวนการ
ทําใหเลคตินบริสุทธิ์จากแหลงอ่ืน อาจผานหลายขั้นตอน เชนการแยกเลคตินจากฮีโมลิมฟของกุง
กุลาดําอาศัยคอลัมน Fetuin-agarose, Superose 12 และ Mono-Q ตามลําดับ (Ratanapo and 
Chulavatnatol, 1992) หรือการแยกเลคตินจากฮีโมลิมฟของเพรียงหัวหอม (ascidian) ตองใช
คอลัมน DEAE-cellulose, Sephacryl S-200, Sephacryl S-300 และ Sepharose 4B ตามลําดับ 
จึงจะแยกไดเลคตินบริสุทธิ์ (Schluter and Ey, 1989)  ดังน้ันการใชโครมาโทกราฟแบบจําเพาะ
โดยคอลัมน Fetuin-agarose 2 ครั้ง จึงเปนแนวทางใหมในการทําใหเลคตินบริสุทธิ์จากซีรัมของ
กุงแชบวยไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
2.  การกระจายของเลคตินในเน้ือเยื่อตาง ๆ ของกุงแชบวย 
จากการศึกษาการกระจายของเลคตินในเนื้อเยื่อตาง ๆ โดยทําการสกัดเนื้อเยื่อ
ของกุงที่จับจากธรรมชาติตัวอยางชุดเดียวกัน ไดแก ตับ กระเพาะ ลําไส หัวใจ รังไข และ
กลามเนื้อ  สําหรับฮีโมลิมฟไดเตรียมแยก 2 แบบ คือเตรียมเปนซีรัม (ตามวิธีการขอ 1)         
ฮีโมลิมฟอีกสวนผสมกับสารกันเลือดแข็งตัว แลวเซนตริฟวจแยกเซลลฮีโมไซทออกไปเตรียม
เปนสารสกัดฮีโมไซท (ตามวิธีการขอ 3) และสวนใสคือพลาสมาไดนําไปไดแอไลซเอาสารกัน
เลือดแข็งตัวออก แลวนําซีรัม พลาสมา และสารสกัดเนื้อเยื่อตาง ๆ เหลานี้ไปหาแอคทิวิทีของ  
เลคตินและปริมาณโปรตีน ไดผลพบวาซีรัมมีแอคทิวิทีรวมของเลคตินมากที่สุด (15,600 หนวย) 
รองลงมาคือสารสกัดตับ รังไข กระเพาะ และลําไส  ตามลําดับ ดังแสดงผลในตารางที่ 4 ไมพบ
แอคทิวิทีของเลคตินในสารสกัดฮีโมไซทและกลามเน้ือ เม่ือคิดเปนคาแอคทิวิทีจําเพาะก็มีผล
ทํานองเดียวกัน ยกเวนสารสกัดรังไข (38.18 + 4.28 หนวย/มก.โปรตีน) ที่มีคามากกวาสารสกัด
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chinensis พบการแสดงออกของ mRNA ของยีนเลคตินชนิด C ในเซลลฮีโมไซท (Liu et al., 
2007) บงชี้วาเซลลฮีโมไซทเปนแหลงสังเคราะหเลคตินในกุงชนิดนี้ แตการไมพบแอคทิวิที
ของเลคตินในสารสกัดฮีโมไซทของกุงแชบวย อาจเปนไดที่เซลลฮีโมไซทสังเคราะหเลคตินแลว
หลั่งออกนอกเซลล ขณะนี้นางสาวอรณิชา รัตนาภรณ นักศึกษาปริญญาเอกในที่ปรึกษาของ 
รศ. ดร. ประภาพร อุทารพันธุ กําลังศึกษาการโคลนยีนเลคตินและการแสดงออกของยีนเลคติน
ในกุงแชบวย ซ่ึงจะชวยทําใหขอสรุปเหลานี้ชัดเจนขึ้น สวนการพบแอคทิวิทีของเลคตินในสาร
สกัดตับมากเปนอันดับ 2 รองจากซีรัม (735.46 หนวย หรือคิดเปน 4.71% ของเลคตินในซีรัม) 
อาจเปนไดที่ตับซ่ึงเปนอวัยวะสําคัญทําหนาที่ในการสรางโปรตีนตาง ๆ อาจเปนแหลง
สังเคราะหเลคตินดวยเชนกัน แลวหลั่งเลคตินออกสูฮีโมลิมฟซ่ึงทําหนาที่เสมือนกระแสเลือดเพ่ือ
ใชในกระบวนตาง ๆ เชนการปองกันตนเองของกุงตอสิ่งแปลกปลอมที่มาบุกรุก ปจจุบันยังไม
เคยมีรายงานการศึกษายีนเลคตินที่จําเพาะตอกรดไซอะลิค แตมีรายงานฉบับแรกของการศึกษา
ยีนเลคตินในกุงกุลาดําซึ่งเปนยีนเลคตินที่จําเพาะตอลิโพโพลีแซคคาไรด  แตไมไดกลาวถึง
แหลงสังเคราะหเลคตินไว (Luo et al., 2006) 
 สําหรับรังไขพบวามีแอคทิวิทีของเลคตินในปริมาณที่คอนขางสูงรองลงมาจาก
ในตับ (270.66 หนวย หรือคิดเปน 1.73% ของเลคตินในซีรัม) (ตารางที่ 4) สอดคลองกับการ
พบแอคทิวิทีของเลคตินในการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายที่เพ่ิมสูงขึ้นตามระยะพัฒนาการ
เจริญพันธุของรังไขกุงแชบวย ที่ไดเคยรายงานไวในงานวิทยานิพนธของ Rittidach (2006) อาจ
เปนไดที่เลคตินในรังไขทําหนาที่ปองกันไขที่เจริญพันธุและถูกปลอยออกเพ่ือการผสมพันธุตอไป 
ดังเชนการพบระดับเลคตินในนํ้าในโพรงลําตัวของเพรียง (acorn barnacle, Megabalanus 
rosa) สูงขึ้นแปรผันตามระยะพัฒนาการเจริญพันธุของรังไขและพบมีคาสูงสุดเม่ือไขแก 
(Muramoto et al., 1991) นอกจากนี้ แอนติบอดีตอเลคตินของกุงกุลาดําเกิดปฏิกิริยากับสาร
สกัดรังไขได (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990) บงชี้วาเลคตินมีโครงสรางโปรตีนสัมพันธ
ดานการเปนแอนติเจนกับโปรตีนในสารสกัดรังไขของกุงกุลาดํา  
เน่ืองจากกระเพาะและลําไสของกุงมีขนาดเล็กมาก ไมสามารถแยกเฉพาะเซลล









3.   ระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวย V.  harveyi ที่เลี้ยงบนอาหาร 
 แข็ง TSA 
   เพ่ือศึกษาการตอบสนองของกุงแชบวยตอการติดเชื้อกอโรค V. harveyi ไดทํา 
การศึกษาในสองประเด็นคือ การตอบสนองตามเวลาหลังการฉีดเชือ้ และตามปริมาณแบคทีเรยี
ที่ใชฉีด รวมทั้งเพ่ือหาปริมาณเชื้อที่เหมาะสมที่กระตุนใหกุงตอบสนองไดดีที่สุดในชวงเวลาที่ทํา 
การศึกษา โดยในขอน้ีไดใชแบคทีเรีย V.  harveyi  ที่เลีย้งบนอาหารแข็งเปนตวักระตุน 
3.1 การเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินตามเวลาหลังการฉีดกุงดวย 
V. harveyi   
 จากการติดตามแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงแชบวยที่ฉีดดวย V. harveyi 
ปริมาณ 3 x 107  เซลลตอตัวกุง แลวเก็บฮีโมลิมฟที่เวลากอนฉีดและที่เวลาตางๆ หลังการฉีด 
พบวาแอคทิวิทีของการเกาะกลุมเซลลเม็ดเลือดแดงกระตายของเลคตินเพ่ิมขึ้นตามเวลา
ตอบสนองตอการติดเชื้อ (รูปที่ 11)  โดยมีคาแอคทิวิทีเพ่ิมขึ้นจากชั่วโมงที่ 0 (7,880 + 72 
หนวย/มล.) เปน 11,505 + 62 หนวย/มล. ณ ชั่วโมงที่ 6  และเพิ่มสูงสุดเปน 19,070 + 44 
หนวย/มล. ณ ชั่วโมงที่ 12  จากนั้นมีคาลดลงตามลําดับ ณ ชั่วโมงที่ 18 (11,347 + 40 หนวย/
มล.) และ 24 (10,874 + 44 หนวย/มล.) ตามลําดับ ดังแสดงผลในตารางที่ 5  เม่ือเปรียบเทียบ
การเปลี่ยนแปลงของแอคทิวิทีที่ชั่วโมงอ่ืนๆ กับชั่วโมงที่ 0 (กอนฉีด) พบระดับแอคทิวิทีของ    
เลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้นเปน 1.46 เทา ที่ชั่วโมง 6 และเพิ่มมากสุดอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  
99% เปน 2.42 เทา ที่ชั่วโมง 12 จากนั้นลดลงที่ชั่วโมง 18 และ 24 เปน 1.44 และ 1.38 เทา 
ตามลําดับ (ตารางที่ 5 และรูปที่ 11) สวนแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวย
นํ้าเกลือพบวามีระดับเปลี่ยนแปลงไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ชั่วโมงตาง ๆ ดังกลาว ดัง
แสดงผลในรูปที่ 11 และตารางที่ 5  
 ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาระดับเลคตินในฮีโมลิมฟถูกกระตุนใหเพ่ิมขึ้น
จากแบคทีเรียกอโรค โดยกุงมีการตอบสนองตอเชื้อกอโรคที่รุกรานในชวงหลังฉีดแบคทีเรียดวย
การหลั่งหรือสังเคราะหเลคตินเพ่ิมขึ้นใน 6-12 ชั่วโมง เพ่ือชวยในการยับยั้งการรุกรานของ
แบคทีเรีย หลังจากนั้นระดับของเลคตินลดลงอาจเปนพราะกุงออนแอลงเพราะปริมาณเชื้อที่ใช
ฉีดมากเกินกวาความสามารถของกุงที่จะกําจัดไดหมด รวมทั้งกุงอาจใชสารอาหารที่จําเปนใน
การสรางโปรตีนที่ใชในระบบปองกันตนเอง เชนเลคติน ไปมากเกินกวาจะสรางไดเพ่ิมอีกตอไป 
เพราะพบวาหลังการฉีดเชื้อ 6 ชั่วโมง เปนตนไป กุงจะไมกินอาหาร แสดงอาการออนเพลีย เริ่ม

















































รูปที่ 11   แอคทิวทิีของเลคตินในซรัีม ณ เวลาตางๆ หลังการ 
 ฉีดดวยเชื้อ V. harveyi   
                                     กุงฉีดดวยเชื้อ V. harveyi ตัวละ 3x107 เซลล (N=5) 










ตารางที่ 5  แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัม ณ เวลาตางๆ หลงัการฉีดดวยเชื้อ V. harveyi  
 
Time after Injection 
injection Control (0.85% NaCl), N=7 V. harveyi, N=5 
(hour) Activity (U/ml) Fold Activity (U/ml) Fold 
0   7,680 ± 45 1.00   7,880 ± 72 1.00 
6         8,678 ± 21 1.13 11,505 ± 62 1.46 
12         8,294 ± 17 1.08       19,070 ± 44   **2.42 
18         7,680 ± 0 1.00       11,347 ± 40 1.44 
24         7,680 ± 0 1.00 10,874 ± 44 1.38 
 
ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐานทีไ่ดจากการทดลอง 2 ครั้ง 
**เปนคาที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 99% 










      







3.2 การเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินตามปริมาณเชื้อ V. Harveyi  
ที่ฉีดในชวง 2-5 x 107 เซลล/ตัวกุง 
จากการกระตุนกุงแชบวยใหติดเชื้อโดยการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi แบบ  
active และเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ปริมาณตางๆ ในชวง 2-5 x 107 เซลลตอตัวกุง เพ่ือหา
ปริมาณเชื้อที่เหมาะสมในการกระตุนใหกุงตอบสนองไดอยางชัดเจน แลวติดตามระดับของ     
เลคตินในซีรัมที่เวลา 0, 6 และ 12 ชั่วโมง ซ่ึงเปนชวงเวลาที่มีการเพิ่มขึ้นของแอคทิวิทีของ     
เลคตินอยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 11) จากการทดลองนี้พบผลมีแนวโนมในทํานองเดียวกันคือ
จํานวนเชื้อ V. harveyi ที่ใชฉีดทุกปริมาณ (ในชวง 2-5 x 107 เซลล/ตัวกุง) ทําใหแอคทิวิทีของ 
เลคตินในซีรัมซ่ึงคิดเปนหนวยตอมิลลิลิตรของซีรัม มีคาเพิ่มขึ้นเม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0 (กอน
ฉีด) ของกุงแตละชุดทดลอง และเพิ่มสูงสุดที่ 12 ชั่วโมง (รูปที่ 12 และ ตารางที่ 6) นอกจากนี้
จากการสุมตรวจพบวากุงที่ฉีด V. harveyi เหลานี้แสดงอาการติดเชื้อในตับ สวนแอคทิวิทีของ  
เลคตินในซีรัมของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้ําเกลือมีระดับเพ่ิมขึ้นเล็กนอยอยางไมมีนัยสําคัญใน
ชวงเวลาเดียวกัน ดังแสดงผลในตารางที่ 6 และรูปที่ 12 และไมแสดงอาการติดเชื้อในตับ 
เม่ือเปรียบเทียบจํานวนเทาของระดับเลคตินที่เปลี่ยนไปในซีรัมเทียบกับของ
ชั่วโมง 0 กอนฉีด ของกุงแตละชุดที่ฉีดเชื้อปริมาณตาง ๆ กัน พบวาการฉีด V. harveyi ดวย
ปริมาณ 2 x 107, 3 x 107, 4 x 107 และ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง ทําใหแอคทิวิทีของเลคตินเพ่ิม 
ขึ้นเปน 1.45, 1.46, 1.30 และ 2.25 เทา ตามลําดับ ที่ 6 ชั่วโมงหลังการฉีด  และเพิ่มสูงสุด
อยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  99% เปน 2.12, 2.42, 3.46 และ 4.00 เทา ตามลําดับ ที่ 12 
ชั่วโมงหลังการฉีด (รูปที่ 12 และตารางที่ 6)  จะเห็นไดวาการเพิ่มของแอคทิวิทีของเลคตินใน
ซีรัมแปรผันตามปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่ใชฉีดและเพิ่มสูงสุดเม่ือใชเชื้อ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง   
























































































































































































รูปที่ 12   แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวยเชื้อ  









































เปรียบเทียบคาในกุงแตละชุดทดลองกับคากอนฉีด (0 ชั่วโมง)  พบวาในกุงชุดควบคุมมีคาแอค 
ทิวิทีจําเพาะเพิ่มขึ้นอยางไมมีนัยสําคัญเปน 1.23 และ 1.36 เทา ที่ 6 และ 12 ชั่วโมงหลังการฉีด 
ตามลําดับ เม่ือเทียบกับคาแอคทิวิทีจําเพาะของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (ตารางที่ 7) ทั้งน้ี
เพราะพบวาปริมาณโปรตีนในซีรัมมีคาคอย ๆ ลดลงตามเวลา (ไมไดแสดงผลไว) แมแอคทิวิที




ไมไดสังเคราะหโปรตีนเพ่ิมเติมและอาจเปนผลจากการเจาะฮีโมลิมฟทุก 6 ชั่วโมง ประกอบดวย 
ในทํานองเดียวกัน พบวาโปรตีนในซีรัมของกุงชุดทดลองทุกชุดที่ฉีดดวยเชื้อ V. harveyi มี
ปริมาณลดลงตามเวลาในอัตราที่ไมตางจากของชุดควบคุม บงชี้วาการฉีดเชื้อไมไดเปนสาเหตุที่
ทําใหปริมาณโปรตีนในซีรัมของกุงแชบวยลดลงตามเวลาที่ศึกษา ในทํานองเดียวกันการลดลง
ของปริมาณโปรตีนในซีรัมของกุงที่ฉีด V. harveyi ทุกปริมาณ สงผลทําใหคาแอคทิวิทีจําเพาะ 
(หนวย/มก.โปรตีน) ของเลคตินในกุงเหลานี้มีคาเพิ่มสูงกวาระดับแอคทิวิที (หนวย/มล.ซีรัม) 
ของเลคติน ดังแสดงผลในตารางที่ 7 กลาวคือ แอคทิวิทีจําเพาะของกุงที่ฉีดดวยเชื้อปริมาณ 2 x 
107, 3 x 107, 4 x 107 และ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง มีคาเพิ่มขึ้นเปน 1.83, 1.98, 1.38 และ 2.54 
เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 และเพิ่มสูงสุดอยางมีนัยสําคัญที่
ความเชื่อม่ัน 99% เปน 3.07, 3.34, 4.26 และ 4.71 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับของกุงชุด
เดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 เชนกัน จะเห็นไดวาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมมีคาเพิ่มขึ้นโดย
แปรผันตามปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่ใชฉีดและเพ่ิมสูงสุดเม่ือใชเชื้อ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง 














ของกุงที่ฉีดดวยเชื้อ V. Harveyi  
  เพ่ือศึกษาผลการตอบสนองของการฉีดเชื้อ V. harveyi ในกุงที่มีขนาดตางกัน 
โดยแบงกุงเปน 3 ขนาด คือกุงขนาดเล็กมีนํ้าหนัก 15-25 กรัม กุงขนาดกลางมีนํ้าหนัก 26-35 
กรัม และขนาดใหญมีนํ้าหนัก 36-50 กรัม  จากนั้นฉีดกุงทั้ง 3 กลุม โดยแตละกลุมฉีดดวยเชื้อ  
V. harveyi ที่ไดจากการเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ในปริมาณเทากันคือ 5 x 108 และ 5 x 109 
เซลล/ตัวกุง พบวาหลังการฉีดเชื้อทั้ง 2 ปริมาณ ณ ชั่วโมงที่ 6 หลังการฉีด กุงขนาดใหญและ
ขนาดกลางยังเปนปกติไมคอยแสดงอาการติดเชื้อ สวนกุงขนาดเล็ก มีอาการออนเพลีย บางตัว
นอนนิ่งหรือบางตัวเริ่มวายน้ําไรทิศทาง ณ ชั่วโมงที่ 12 หลังการฉีด กุงขนาดเล็กมีอาการ
ออนแอมากเห็นไดชัดตามปริมาณเชื้อที่ฉีดและเริ่มทยอยตาย สวนกุงขนาดใหญและขนาดกลาง
เริ่มมีอาการออนแอ แตเม่ือนําซีรัมของกุงทั้ง 3 ชุด มาทดสอบหาไตเตอรของเลคติน พบวา
ระดับแอคทิวิทีมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นเทาๆ กันที่ 6 และ 12 ชั่วโมง ในกุงแตละชุด (ไมไดแสดงผลไว) 
บงชี้วาการตอบสนองของกุงที่มีขนาดตางกันตอปริมาณเชื้อเดียวกันไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ  ดังน้ันในการทดลองทั้งหมดในงานวิทยานิพนธน้ีจึงไดใชกุงขนาดกลาง (นํ้าหนัก    
26-35 กรัม) เพราะซื้อหาไดงายกวากุงขนาดใหญและสามารถติดตามการทดลองไดตลอด
ชวงเวลาที่ศึกษา 0-24 ชั่วโมง ดีกวากุงขนาดเล็ก 
3.4 การเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินตามปริมาณเชื้อ V. Harveyi  
ที่ฉีดในชวง 5 x 106 – 5 x 109 เซลล/ตัวกุง 
  จากการฉีดกุงดวย V. harveyi ที่ไดจากการเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ใน
ปริมาณ 2-5 x 107 เซลลตอตัวกุง  พบวาแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมแปรผันตามปริมาณเชื้อ   
V. harveyi ที่ใชฉีดและเพิ่มสูงสุดเม่ือใชเชื้อ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง (รูปที่ 12) เพ่ือหาปริมาณเชื้อ 
V. harveyi ที่มากกวาปริมาณดังกลาวในการกระตุนใหกุงตอบสนองไดมากขึ้น จึงไดลองฉีด    
กุงขนาดกลางดวย V. harveyi ชนิดเดิม แตใชปริมาณในชวง 5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ    
5 x 109 เซลล/ตัวกุง ไดผลดังแสดงในตารางที่ 8 โดยพบวาแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่
ฉีดดวยเชื้อ V. harveyi  5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ 5 x 109 เซลลตอตัวกุง มีคาเพิ่มขึ้น
อยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  95-99% เปน 2.00, 2.25, 2.67 และ 2.72 เทา ตามลําดับ เม่ือ
เทียบกับของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (รูปที่ 13) และเพิ่มสูงสุดอยางมีนัยสําคัญที่ความ
เชื่อม่ัน  99% เปน 3.33, 4.00, 4.50 และ 5.43 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับของกุงชุดเดียวกัน 
ณ ชั่วโมงที่ 0 (รูปที่ 13) แตมีแอคทิวิทีลดลง ณ  18 ชั่วโมง หลังการฉีด โดยมีคาเพิ่มอยางมี
นัยสําคัญ (ที่ความเชื่อม่ัน  95%) เปน 1.77, 1.83, 1.77 และ 1.75 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับ
ของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (ตารางที่ 8 และรูปที่ 13) จะเห็นไดวากุงทดลองทั้ง 4 ชุด มี 
การตอบสนองตอเชื้อในทํานองเดียวกันคือมีแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้น ณ ชั่วโมงที่ 6 
 64
และเพิ่มสูงสุดที่ชั่วโมง 12 จากนั้นมีคาลดลงในชั่วโมงที่ 18 หลังการฉีด (รูปที่ 13) และเชนเดิม
การฉีดกุงดวยน้ําเกลือไมทําใหระดับของเลคตินในซีรัมเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาที่ทดลอง 
  นอกจากนี้กุงมีการตอบสนองตอปริมาณเชื้อที่ใชฉีดอยางมีนัยสําคัญ โดยพบ
แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้นแปรผันตามปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่ใชฉีดและเพ่ิมสูงสุด
เม่ือใชเชื้อ 5 x 109 เซลลตอตัวกุง (รูปที่ 13E และตารางที่ 8)   ดังจะเห็นไดวาคาแอคทิวิทีของ    
เลคตินในซีรัมของกุงชุดนี้มีการเพิ่มขึ้นมากกวาชุดอ่ืน ณ ที่ 6 และ 12 ชั่วโมงหลังการฉีด และ
ลดลงอยูในระดับที่ใกลเคียงกันที่ชั่วโมงที่ 18 ดังน้ันการฉีดกุงดวย V. harveyi   ที่เลี้ยงบน
อาหารแข็ง TSA ปริมาณ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง จึงเปนปริมาณที่เหมาะสมที่ทําใหกุงติดเชื้อและ




















































































รูปที่ 13   แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดเชื้อ V. harveyi  ปริมาณ  

































































































































ขางตน พบวาการฉีดกุงดวย V. harveyi ปริมาณ 5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ 5 x 109 เซลล
ตอตัวกุง มีแนวโนมเชนเดียวกับคาแอคทิวิทีของเลคติน (หนวย/มล.ซีรัม) กลาวคือในแตละชุด
ของกุงที่ฉีดเชื้อแตละปริมาณ คาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินมีรูปแบบแผนที่เหมือนกัน คือมีคา
เพ่ิมมากขึ้นที่ 6 ชั่วโมง และเพิ่มมากที่สุดที่ 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นมีคาลดลงในชั่งโมงที่ 18 
หลังการฉีด (ตารางที่ 9) เชนการฉีดกุงปริมาณ 5 x 109 เซลลตอตัวกุง จะมีแอคทิวิทีจําเพาะ ณ 
ชั่วโมงที่ 0, 6, 12 และ 18 เปน 55.71 + 10.19, 181.51 + 10.51, 466.03 + 15.60 และ 
125.06 + 10.51 หนวย/มก.โปรตีน ตามลําดับ หรือคิดเปนปริมาณแอคทิวิทีจําเพาะที่เพ่ิมขึ้น
เปน 1, 3.25, 8.36 และ 2.24 เทา ตามลําดับ ซ่ึงความแตกตาง ณ เวลาตาง ๆ น้ี เปนคาที่มี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95-99% (ตารางที่ 9)  
นอกจากนี้ คาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินเม่ือเปรียบเทียบที่เวลาเดียวกันหลัง
การฉีด จะมีคาเพิ่มขึ้นตามปริมาณเชื้อที่ใชฉีด ซ่ึงแสดงผลในตารางที่ 9 ดังเชน ณ ชั่วโมงที่ 12 
หลังการฉีด กุงที่ฉีดดวยเชื้อปริมาณ 5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง มี
แอคทิวิทีจําเพาะเปน 227.55 + 4.40, 282.70 + 0, 342.53 + 7.07 และ 466.03 + 15.60 
หนวย/มก.โปรตีน หรือคิดเปนปริมาณแอคทิวิทีจําเพาะที่เพ่ิมขึ้นเปน 4.00, 4.71, 5.94 และ 
8.36 เทา ตามลําดับ ซ่ึงเปนคาที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99% เม่ือเทียบ
กับของกุงชุดควบคุมซ่ึงมีคาแอคทิวิทีจําเพาะเพิ่มขึ้นอยางไมมีนัยสําคัญ (87.00 + 2.90 หนวย/
มก.โปรตีน, 1.36 เทา) เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0 (64.03 + 8.56 หนวย/มก.โปรตีน, 1 เทา) 
(ตารางที่ 9) ดังไดกลาวแลววากุงที่ฉีดเชื้อแตละปริมาณมีคาโปรตีนในซีรัมลดลงตามเวลาหลัง
การฉีด และมีอัตราการลดที่ไมตางจากของกุงชุดควบคุม 
ลักษณะการตอบสนองของเลคตินจากการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi ทุก
ปริมาณไมวาในชวง 2 x 107, 3 x 107, 4 x 107 และ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง (ผลในขอ 3.2) หรือ
ในชวง 5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง (ผลในขอ 3.4) มีรูปแบบ
เชนเดียวกัน กลาวคือเลคตินในซีรัมมีแอคทิวิที (หนวย/มล.ซีรัม) เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญที่
ความเชื่อม่ัน 95% เปน 1.30 - 2.72 เทา ที่ 6 ชั่วโมง หลังการฉีด เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0 กอน
การฉีด และมีคาเพิ่มสูงสุด (อยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99%) เปน 2.12 - 5.43 เทา ณ 
ชั่วโมงที่ 12 หลังการฉีด เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0   จากนั้นจะมีแอคทิวิทีลดลงเปน 1.75 - 1.83 
เทา ณ ชั่วโมงที่ 18 หลังการฉีด เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0 และลดลงสูระดับใกลเคียงกับชั่วโมงที่ 
0 เม่ือวัด ณ ชั่วโมงที่ 24 หลังการฉีด (ไมไดแสดงผลไว)  บงชี้วาการกระตุนใหกุงแชบวยติดโรค
โดยการฉีดดวยเชื้อกอโรค V. harveyi  กุงจะปองกันตนเองดวยการตอบสนองโดยการหลั่ง     
เลคตินออกสูฮีโมลิมฟโดยพบแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัม (ฮีโมลิมฟ) เพ่ิมขึ้นตามเวลาที่ 6 และ 
12 ชั่วโมง และ/หรือกุงมีตอบสนองการติดโรคดวยการสังเคราะหเลคตินในชวงเวลา 6-12 




เพ่ือสังเคราะห pathogen-related protein เชนเลคตินเพ่ือปองกันตนเองและตอสูกับแบคทีเรีย
ที่มารุกราน ซ่ึงสอดคลองกับผลงานของ Rittidach (2006) ที่รายงานวาปริมาณโปรตีนของ     
เลคตินในฮีโมลิมฟซ่ึงวิเคราะหโดยวิธี ELISA (emzyme-linked immunosorbent assay)  มีคา
เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95% เปน 73.12 ไมโครกรัม/มล.ซีรัม (1.5 เทา) และ 
99.23 ไมโครกรัม/มล.ซีรัม (2.0 เทา) ที่ชั่วโมง  6 และ 12 ตามลําดับ เม่ือเทียบกับเวลา 0 กอน
การฉีด (48.55 ไมโครกรัม/มล.ซีรัม, 1 เทา) ในกุงที่ฉีดดวยเชื้อ V. harveyi  1.38 x 108 เซลล/
ตัวกุง แตเน่ืองจากเลคตินในฮีโมลิมฟมีโปรตีนปริมาณนอยมาก เม่ือเทียบกับปริมาณโปรตีนอ่ืน
ทั้งหมดในฮีโมลิมฟ (ตารางที่ 3) ดังนั้นจึงพบปริมาณโปรตีนรวมในซีรัมมีคาลดลงตามเวลาที่
ศึกษา  เปนการยากที่จะเทียบผลการทดลองการตอบสนองของเลคตินกับงานของผูอ่ืนหรือใน
กุงชนิดอ่ืน เพราะยังไมเคยมีรายงานการทดลองในลักษณะเชนน้ี แตอยางไรก็ตามผลการ




immunoblotting โดยพบแถบเลคตินมีความเขมมากขึ้นในกุงที่ติดเชื้อกอโรค V. vulnificus 
(Ratanapo and Chulavatnatol, 1992) ในทํานองเดียวกับการกระตุนแอคทิวิทีของเลคตินใน
หอยนางรม Pacific oyster Crassostrea gigas ดวยแบคทีเรีย Vibrio anguillarum (Hardy et 
al., 1977) และในแมลง fresh fly (Sarcophaga peregrina) ที่มีระดับเลคตินในฮีโมลิมฟสูงขึ้น




กรดไซอะลิคและน้ําตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ เชน NAcGlc, NAcGal, NAcMan   
เปนตน (Rittidach et al., 2007; Utarabhand et al., 2007) เชนเดียวกับเลคตินในสัตวกลุม  
ครัสเตเชียนสวนมากที่มีความจําเพาะตอกรดไซอะลิคและน้ําตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ 
นํ้าตาลเหลานี้มักพบบนผนังเซลลหรือผิวของสิ่งมีชีวิตชั้นต่ํา เชน แบคทีเรียแกรมลบเปนสวน
ใหญ (Kowal et al., 2001) ซ่ึงรวมถึงเซลลของ V. harveyi  ดวย ดังน้ันเลคตินที่สามารถจับ
จําเพาะกับกรดไซอะลิคหรือนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติล ยอมเกี่ยวของตอการจดจําเพื่อปองกันตนเอง
จากเซลลจุลชีพที่บุกรุกซึ่งมีนํ้าตาลเหลานี้บนผิวเซลลได โดยผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบ
ประกอบดวยรูปแบบที่เฉพาะตัวหรือ PAMPs ตางๆ (Hao wang et al., 2007; Janeway and 
Medzhitov, 2002) เชน มีลิโพโพลีแซคคาไรดที่มี 9-0- sialoglyconjugate ทางปลาย หรือมี    
 70
2-keto-3-deoxy-octonate ในสวนกลางที่มีกรดไซอะลิคหรือนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลประกอบอยู 
(Cominetti et al., 2002)  บงชี้วาเลคตินจากกุงแชบวยนาจะจับอยางจําเพาะกับผนังเซลลของ 
V. harveyi บริเวณที่มีกรดไซอะลิคหรือนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ เม่ือฉีดกุงแชบวย
ดวยเชื้อ V. harveyi  ในบริมาณที่เหมาะสมจึงพบแอคทิวิทีของเลคตินและปริมาณโปรตีนของ  
เลคตินในฮีโมลิมฟเพ่ิมขึ้น (Rittidach, 2006) ตามเวลาหลังการติดเชื้อและตามปริมาณเชื้อที่ใช
ฉีดกระตุน แสดงใหเห็นวาเมื่อเชื้อกอโรค V. harveyi บุกรุก กุงจะคอยๆ ตอบสนองโดยสรางสาร
ในระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเพื่อตอตาน เลคตินเปนโปรตีนที่สามารถจดจําโมเลกุลตางๆ 






(Luo et al., 2006) หรือเกิดการหอหุม การสรางเมลานินเพ่ือยับยั้งการเติบโตของเชื้อ เปนตน 
ซ่ึงยังไมเคยมีรายงานการศึกษาในกุงแชบวย 
 
4.   ระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวยจลุชีพชนิดตางๆ ที่เลี้ยงบนอาหาร 
 แข็ง TSA 
4.1 การเปลี่ยนแปลงของระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวยจุลชีพ     
  จากผลการทดลองขางตน พบวาการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi ปริมาณ 5x109 
เซลล/ตัวกุง  จะกระตุนแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมไดดีกวาปริมาณอ่ืน ๆ จากระดับกอนฉีด      
(0 ชั่วโมง) ใหเพ่ิมสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ ณ ชั่วโมงที่ 6 และเพิ่มสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 โดยไมทํา
ใหกุงตายภายใน 18 ชั่วโมง จึงเปนปริมาณที่เหมาะสมในการกระตุนการติดเชื้อของกุงแชบวย 
ดังนั้นเพ่ือทดสอบความจําเพาะของเลคตินตอจุลชีพชนิดอ่ืน ไดทดลองฉีดแบคทีเรียชนิดอ่ืนซึ่ง
เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ที่ปริมาณเดียวกันน้ี โดยใชกุงทดลองตัวผูขนาดกลางจํานวน 5 ตัว ตอ
เชื้อแตละชนิด แลวเปรียบเทียบแอคทิวิทีของเลคตินที่เปลี่ยนแปลงไปหลังการฉีดเชื้อ กับของกุง
ชุดที่ฉีดดวย V. harveyi แบบ active  
  จากการทดลองในรูปที่ 14A และตารางที่ 10 พบวาเม่ือฉีดกุงแชบวยดวยเชื้อ
กอโรค V. harveyi แบบ active กุงแสดงอาการติดโรคชัดเจนคือวายน้ําอยางไรทิศทาง และ
คอยๆ ออนแอลง จากนั้นจะนอนนิ่งๆ และอาจตายกอน 24 ชั่วโมง เม่ือวัดคาแอคทิวิทีของ     
เลคตินในซีรัมที่ชั่วโมงตางๆ พบวามีคาเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99% ทั้งชั่วโมงที่ 
6 และ 12 เปน 2.72 และ 5.43 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับคากอนฉีด (0 ชั่วโมง) ซ่ึงตางจาก




















































































































































































      รูปที่ 14   แอคทิวิทีของเลคตินในซรัีมของกุงทีฉ่ีดแบคทีเรียหรือ WSSV 
  A-D กุงที่ฉีดแบคทีเรีย ตัวละ 5 x 109 เซลล 
  E กุงที่ฉีด WSSV ตัวละ 5 x 10-5 เทาของหัวเชื้อ 
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ลงเล็กนอย วายน้ํานอยลง และมีแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้นนอยกวา โดยมีแอคทิวิที
เพ่ิมขึ้น ณ ชั่วโมงที่ 6 และ 12 เปน 1.46 และ 1.94 (อยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95%) เทา 
ตามลําดับ เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0 อาจเปนเพราะเลคตินยังสามารถจดจําตอคารโบไฮเดรตบน
ผิวเซลลของเชื้อ V. harveyi แบบ inactive ได แอคทิวิทีจึงเพ่ิมขึ้นเพ่ือกําจัดเซลลแบคทีเรียที่บุก
รุก แตเน่ืองจากเซลลแบคทีเรียแบบ inactive ไมมีการเพิ่มจํานวนหลังการฉีดเขาตัวกุง ดังน้ันจึง
อาจมีจํานวนไมมากพอที่จะกระตุนใหกุงตอบสนองไดมากนัก จึงพบแอคทิวิทีของเลคตินมีคา
เพ่ิมขึ้นนอยกวาการฉีด V. harveyi แบบ active (ตารางที่ 10 และรูปที่ 14B) 
  เม่ือฉีดกุงดวยแบคทีเรียไมกอโรคกุงคือ V. cholerae พบวาหลังจากฉีด กุงมี
อาการออนแอลงเล็กนอย บางตัวมีอาการเปนปกติ ณ ชั่วโมงที่ 6 และ 12 สาเหตุที่กุงออนแอลง
ทั้งๆ ที่ไมมีการติดเชื้อจากแบคทีเรียวิบริโอชนิดนี้ อาจเปนเพราะกุงถูกเจาะฮีโมลิมฟทุก 6 
ชั่วโมงทําใหออนเพลียจากการเสียเลือด เม่ือนําซีรัมไปหาไตเตอรและคํานวณหาแอคทิวิทีของ 
เลคตินพบวามีคาเพิ่มขึ้นไมมากนัก เม่ือเทียบกับแอคทิวิทีของเลคตินของกุงชุดที่ฉีดเชื้อกอโรค 
V. harveyi แบบ active โดยมีคาเพิ่มขึ้นเปน 1.75 และ 2.00 เทา ณ ชั่วโมงที่ 6 และ 12 เม่ือ
เทียบกับคากอนฉีด ดังแสดงผลในตารางที่ 10 และรูปที่ 14C 
  ในทํานองเดียวกัน เม่ือฉีดกุงดวยแบคทีเรียไมกอโรคและไมไดอยูในสกุลวิบริโอ 
คือ E. coli  ในขั้นตอนการเลี้ยงพบวาขนาดโคโลนีของ E. coli ใหญกวาขนาดโคโลนีของ         
V. harveyi ประมาณ 2 เทา และเม่ือเตรียม E. coli  ใหมีความเขมขนเปน 5x1010 เซลลตอ
มิลลิลิตร พบวามีความขุนมากกวาเชื้อ V. harveyi ที่ความเขมขนเดียวกันมาก ดังน้ันหลังจาก
ฉีดพบวากุงมีอาการออนแอลงอยางเห็นไดชัด คือนอนนิ่ง ไมวายน้ํา บางตัวนอนตะแคง ด้ิน
เล็กนอย และบางตัวตายกอนชั่วโมงที่ 12 เม่ือนําซีรัมไปทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดง
กระตาย พบแอคทิวิทีของเลคตินมีคาเพิ่มขึ้นใกลเคียงกับกุงชุดที่ฉีด V. cholerae คือเพ่ิมขึ้น 
1.37 และ 2.23 เทา ณ ชั่วโมงที่ 6 และ 12 เม่ือเทียบกับแอคทิวิทีชั่วโมงที่ 0 (ตารางที่ 10 และ
รูปที่ 14D) 
  เม่ือพิจารณาคาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินของกุงชุดตางๆ เหลานี้ (ตารางที่ 
11) เน่ืองจากกุงที่ฉีดดวยน้ําเกลือหรือแบคทีเรียเหลานี้มีปริมาณโปรตีนในซีรัมลดลงตามเวลา
ในอัตราที่ไมแตกตางกันในระหวางแตละชุด ดังน้ันคาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินที่หาไดจึงมีคา
เพ่ิมขึ้นที่เวลา 6 และ 12 ชั่วโมง  เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 0  ในทํานองเดียวกับคาแอคทิวิที 
(หนวย/มล.ซีรัม ดังแสดงในตารางที่ 10) แตมีคาเพิ่มขึ้นมากกวาเพราะตัวหารคือปริมาณโปรตีน
มีคาลดลงตามเวลา  แตเม่ือเปรียบเทียบแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินที่เวลา 12 ชั่วโมงหลังการ
ฉีด  ซ่ึงเปนเวลาที่เลคตินในซีรัมมีการตอบสนองมากสุดโดยมีคาเพิ่มขึ้นมากที่สุด ในระหวางกุง
ที่ฉีดดวยแบคทีเรียชนิดตาง ๆ โดยกําหนดใหแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินของกุงชุดควบคมุมีคา
เปน 1 เทา (คา #Fold ในตารางที่ 11) พบวาการฉีดกุงดวยเชื้อกอโรค V. harveyi แบบ active 
จะกระตุนใหมีเลคตินเพ่ิมขึ้นมากที่สุดอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99% เปน 6.15 เทา  สวน 
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แอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินของกุงที่ฉีดดวยเชื้อกอโรค V. harveyi แบบ inactive มีคาเพิ่มขึ้น 
1.99 เทา ทั้งน้ีเพราะแมเปนเชื้อกอโรค V. harveyi เชนกัน แตไมมีการเติบโตหลังการฉีดจึงมี
ปริมาณไมมากพอที่จะกระตุนใหกุงสังเคราะหเลคตินเพ่ิมขึ้นเทาแบบ active สวนการฉีดกุงดวย
เชื้อไมกอโรค V. cholerae หรือ E. coli ใหผลใกลเคียงกันกับการฉีด V. harveyi แบบ inactive 
แมเลคตินของกุงแชบวยไมมีความจําเพาะตอ V. cholerae หรือ E. coli และไมสามารถทําให
แบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้เกาะกลุมได (Utarabhand et al., 2007) แตการที่คาแอคทิวิทีจําเพาะ
เพ่ิมขึ้นประมาณ  2 เทา อาจเปนเพราะกุงพยายามตอตานสิ่งแปลกปลอมที่บุกรุกซึ่งมีปริมาณ
มากและไมไดเปนเชื้อกอโรคไดในระดับหน่ึงเพ่ือการอยูรอดของตนเอง   ดังเชนที่มีการกระตุน
ปริมาณเลคตินในฮีโมลิมฟใหเพ่ิมขึ้นในปูมา Callinectes sapidus (Pauley, 1973) และใน 
Scylla serrata ดวยการฉีดดวยเม็ดเลือดแดงของคนและกระตาย (Mercy and Ravindranath, 
1994) 
  สวนการฉีดดวยไวรัสกอโรคตัวแดงดวงขาว WSSV (Lightner, 1999) ในกุง
แชบวย ดวยปริมาณตัวละ 1x10-5 เทาของปริมาณหัวเชื้อ ซ่ึงเปนปริมาณที่ใชในการกระตุนให
กุงกุลาดําเกิดโรค (กิจการ ศุภมาตย และคณะ, 2542) พบวาแอคทิวิทีของเลคตินมีคา
เปลี่ยนแปลงนอยมากตลอดการทดลองหลังการฉีด (ตารางที่ 10-11 และรูปที่ 14E)  จึงไดลอง
ทดสอบหาแอคทิวิทีของกุงที่ฉีดWSSV ที่ปริมาณตางๆ กัน คือ 1x10-1, 1x10-2, 1x10-3, 1x10-4, 
1x10-5 และ 1x10-6 เทาของหัวเชื้อ เพ่ือหาปริมาณที่เหมาะสมที่มีผลตอระดับเลคติน ก็ยังพบวา 
WSSV ที่ปริมาณตางๆ เหลานี้ทําใหแอคทิวิทีของเลคตินมีคาเปลี่ยนแปลงนอยมาก หรือ
เปลี่ยนแปลงอยางไมมีนัยสําคัญ (ไมไดแสดงผลไว) แสดงใหเห็นวาเลคตินของกุงแชบวยไม
ตอบสนองตอไวรัสกอโรคกุง อาจเปนเพราะ WSSV เปนไวรัสที่ไมมีผิวเซลล ประกอบไปดวย
โปรตีนที่เลคตินจดจําไมได จึงไมพบการตอบสนองของเลคตินจากการฉีดไวรัสชนิดนี้ 
  จากผลการทดลองเหลานี้แสดงใหเห็นวากุงแชบวยตอบสนองตอการกระตุน
ดวยเชื้อกอโรค V. harveyi แบบ active มากที่สุดโดยมีระดับแอคทิวิทีเพ่ิมขึ้นมากที่สุด 
รองลงมาไดแก E.coi, V. cholerae, V. harveyi แบบ inactive และ WSSV ตามลําดับ ซ่ึง
ปริมาณของ E.coi ที่ใชฉีดอาจไมเหมาะสมในการทดลองนี้เพราะ E.coi มีขนาดใหญกวา        
V. harveyi มาก และจากงานของ Utarabhand et al. (2007) ที่พบวาเลคตินในฮีโมลิมฟของกุง
แชบวยสามารถทําใหเฉพาะแบคทีเรียกอโรคกุงคือ V. harveyi, V. parahemolyticus และ       
V. vulnificus เกาะกลุมได แตไมทําใหแบคทีเรียไมกอโรคกุงคือ E.coi หรือ V. cholerae เกาะ
กลุม ซ่ึงบงบอกถึงความจําเพาะของเลคตินตอชนิดของแบคทีเรียและสอดคลองกับงาน
วิทยานิพนธน้ีที่พบแอทิวิทีของเลคตินเม่ือกระตุนดวย E.coi หรือ V. cholerae รวมถึงไวรัส 
WSSV มีการเปลี่ยนแปลงไมมากเมื่อเทียบกับ V. harveyi  แสดงใหเห็นวาเลคตินมีบทบาท
เกี่ยวของกับการปองกันตนเองของกุงแชบวยโดยตอบสนองอยางจําเพาะตอเชื้อกอโรคที่รุกราน 
เชน V. harveyi  แบบ active แตไมมีผลจากแบคทีเรียไมกอโรคในกุงแชบวย เชน E. coli และ 
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V. cholerae หรือ WSSV ซ่ึงคลายกับการเพิ่มขึ้นของคาแอคทิวิทีของเอนไซมที่มีบทบาท
ปองกันตนเองในกุงแชบวย 2 ชนิดคือเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส (β-1,3-glucanase)  และ
เอนไซม NAGase (N-acetyl glucosaminidase) ที่อรัญญา คงแกว (2549) รายงานวามีคา
แอคทิทิวีจําเพาะของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส และเอนไซม NAGase ในซีรัมเพ่ิมขึ้นตาม
เวลาและเพิ่มขึ้นสูงสุดอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95% เปน 2.57 และ 1.99 เทา ตามลําดับ 
ณ เวลา 12 ชั่วโมง หลังกระตุนใหกุงติดเชื้อดวยการฉีดดวย V. harveyi แบบ active ปริมาณ 
5x109 เซลล/ตัวกุง เม่ือเทียบกับคาแอคทิทิวีจําเพาะในซีรัมกอนฉีด   สวนการกระตุนดวยการ
ฉีดกุงดวย E. coli และ V. cholerae หรือ WSSV มีผลทําใหแอคทิวิทีจําเพาะของเอนไซมทั้ง
สองชนิดในซีรัมมีคาเปลี่ยนแปลงนอยมาก  
4.2  การเปลี่ยนแปลงของระดับแอคทวิิทขีองเลคตินในสารสกัดตบัของกุงที่ฉดี 
             ดวยจุลชีพ  
จากผลศึกษาการกระจายของเลคตินในเนื้อเยื่อตางๆ ของกุงที่จับจากธรรมชาติ
(ผลขอ 2) ทีพ่บวาซีรัมมีแอคทิวิทีรวมของเลคตินมากที่สุด (15,600 หนวย) รองลงมาคือสาร
สกัดตับและรงัไข เน่ืองจากกุงที่ใชในการฉีดจุลชีพตางๆ เปนกุงตัวผู ดังน้ันจึงไดวัดระดับแอคทิ
วิทีของเลคตนิเฉพาะในสารสกัดตับเทียบกับในซีรัม (ฮีโมลิมฟ) เพ่ือดูผลของจุลชีพเหลานี้  โดย
การฉีดกุงดวยแบคทีเรยีกอโรคกุง V. harveyi  (แบบ active  และ inactive)  แบคทีเรียที่ไมกอ
โรคกุง (E. coli  และ V. cholerae) ในปริมาณเทากันคือ 5x109 เซลล/ตัวกุง หรือฉีดดวย WSSV 
ปริมาณ 10-5 เทาของหัวเชือ้ หลังการฉีด 12 ชั่วโมง เจาะฮีโมลิมฟและตัดตับเพ่ือไปเตรียมเปน
ซีรัมและสารสกัดตับ ตามลาํดับ แลวนําไปทดสอบการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตาย ดังผลที่
แสดงในตารางที่ 12 ที่พบวาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตนิในสารสกัดตับของกุงที่ฉดี V.  harveyi  
แบบ active มีคาเพิ่มขึ้นมากที่สุด (47.2 + 10.4 หนวย/มก.โปรตีน) คือเพ่ิมขึน้ 1.81 เทา อยางมี
นัยสําคญัทีค่วามเชื่อม่ัน 95% เม่ือเปรียบเทียบกับของกุงชุดควบคุมทีฉ่ีดดวยน้ําเกลอื (26.1 + 14.2 
หนวย/มก.โปรตีน, 1 เทา) สารสกัดตบัของกุงที่ฉีดดวย E. coli  มีคาแอคทวิิทีจําเพาะเพิ่มขึ้นอยาง
ไมมีนัยสําคญัที่ความเชื่อม่ันเปน 1.22  เทา การฉีดกุงดวย E. coli  ในปริมาณที่เทากัน (5x109 
เซลล/ตวักุง) พบวาสารแขวนลอย E. coli ที่ใชฉีดมีความขุนมากกวา เน่ืองจากขนาดโคโลนีของ 
E. coli  มีขนาดใหญกวา V.  harveyi ประมาณ 2 เทา ดังน้ันการฉีดดวยจํานวนเซลลที่เทากนั  
เม่ือเทียบเปนปริมาณผิวเซลลแลว การฉดีดวย E. coli  จึงมีปริมาณมากกวาของ     V. harveyi 
อาจเปนผลทําใหพบคาแอคทิวิทขีองเลคตินเพ่ิมขึ้นได  สําหรับกุงที่ฉดี V. harveyi แบบ inactive, 
V. cholerae หรือ WSSV พบวาแอคทวิิทจํีาเพาะของเลคตนิในสารสกดัตับมีคาลดลง เปน 0.78 เทา 





ลิมฟพบวามีผลในทํานองทีค่ลายกับในสารสกัดตับ กลาวคือ ณ เวลา 12 ชั่วโมงหลังการฉีด กุง
ที่กระตุนดวย V. harveyi แบบ active มีแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้น 6.15 เทา 
อยางมีนัยสําคญัที่ความเชื่อม่ัน 99% เม่ือเปรียบเทียบกบัของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้าํเกลือ (87.00 
+ 2.90 หนวย/มก.โปรตีน, 1 เทา) แตการกระตุนกุงดวยการฉีด V. harveyi แบบ inactive,        
V. cholerae, E. coli หรือ WSSV ทําใหคาแอคทิวทิจํีาเพาะของเลคตนิในซีรัมเพ่ิมขึ้น เปน 1.99, 
2.12, 2.46 และ 1.61 เทา ตามลาํดับ อยางมีนัยสําคญัที่ความเชื่อม่ัน 95% (ตารางที่ 12) ดวย
เหตุผลดังไดกลาวแลวในขอ 4.1  
การฉีดเชื้อกอโรค V. harveyi แบบ active อาจกระตุนทําใหเลคตินที่จําเพาะตอ
ผนังเซลลของแบคทีเรียชนิดนี้ในตับตอบสนองตอเชื้อกอโรคจึงทําใหมีคาแอคทิวิทีเพ่ิมขึ้น 
ในขณะที่การฉีดดวย V.  harveyi แบบ  inactive เน่ืองจากแบคทีเรียไมสามารถเพิ่มจํานวนใน
กุงไดอีก อาจมีจํานวนเซลลไมมากพอที่จะกระตุนใหกุงตอบสนองได จึงพบระดับแอคทิวิทีในตับ
ไมเพ่ิมขึ้นแตลดลงเล็กนอย สวนการฉีดกุงดวย E. coli หรือเชื้อกอโรคในคน V. cholerae ไมมี
ผลตอระดับเลคตินเพราะเลคตินของกุงแชบวยที่ศึกษาไมมีความจําเพาะหรือจดจําแบคทีเรียทั้ง 
2 ชนิดนี้ (Rittidach et al., 2007; Utarabhand et al., 2007) สําหรับการฉีดกุงดวยไวรัสกอโรค
ตัวแดงดวงขาวในกุงแชบวย WSSV (Lightner, 1999) ดวยปริมาณ 1x10-5 เทาของหัวเชื้อ ซ่ึง




ลักษณะเชนน้ี แตจากการหาแอคทิวิทีของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสและเอนไซม NAGase ที่
มีบทบาทในการปองกันตนเองจากสิ่งแปลกปลอมและเชื้อกอโรค โดยทําหนาที่ยอยสลายผนัง
เซลลของแบคทีเรีย ราหรือจุลชีพที่บุกรุก (Truschel et al., 1987)  อรัญญา คงแกว (2549) 
พบวาแอคทิวิทีของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสและเอนไซม NAGase ในตับของกุงแชบวยที่
ฉีดดวย V.  harveyi แบบ active เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99% เปน 1.97 และ 1.50 
เทา ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับของกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวยน้ําเกลือ บงชี้วาตับอาจเปนแหลง








5.   ระดับแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวย V. Harveyi  ที่เลี้ยงในอาหาร 
 เหลว TSB 
   เพ่ือทดสอบวาแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเหลวซึ่งเปนอาหารที่ทําใหเซลลเติบโต
ไดดีกวาการเลี้ยงบนอาหารแข็ง tryptic soy agar (TSA) มีผลในการกระตุนใหกุงตอบสนองได
ตางกันหรือไม ในการทดลองนี้จึงไดทําการเลี้ยง V. harveyi ในอาหารเหลว tryptic soy broth 
(TSB) แลวนําไปฉีดกระตุนกุงแชบวยในทํานองเดียวกับการทดลองที่ผานมา 
5.1  การเติบโตของ V. Harveyi  ในอาหารเหลว TSB 
   จากการเลี้ยงแบคทีเรีย V. harveyi  ในอาหารเหลว TSB และติดตามการเติบโต
ของแบคทีเรียชนิดนี้โดยวัดความขุนดวยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 640 นาโน
เมตร (A640) ทุก 1 ชั่วโมงของการเลี้ยงใน 12 ชั่วโมงแรก และทุก 3 ชั่วโมง ใน 12 ชั่วโมงหลัง 
พบวาในชวง 1-2 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยง มีคาความขุนเพ่ิมขึ้นนอยมาก ความขุนหรือคา A640
จะเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วในชวง 3-11 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยง หลังจากนั้นคา A640 ยังคงเพิ่มขึ้น
แตเปนอยางชาๆ และคอย ๆ คงที่ที่ 15-24 ชั่วโมง (รูปที่ 15 A) 
  เม่ือนําน้ําเลี้ยงที่เวลาตาง ๆ ไปเกลี่ยบนเพลทที่มีอาหารนับเชื้อ PCA เพ่ือนับ
จํานวนเซลล V. harveyi ที่เจริญในเพลท พบวาการเติบโตของ V. harveyi  ในอาหารเหลวแบง
ออกเปน 3 ระยะ คลายกับแบคทีเรียอ่ืนทั่วไปคือ ระยะแรกเปน lag phase ซ่ึงอยูในชวง 0-2 
ชั่วโมงแรกของการเลี้ยง จะมีจํานวนเซลลเพ่ิมขึ้นนอยมาก จากนั้นปริมาณแบคทีเรียจะเพิ่มขึ้น
อยางรวดเร็วในชวง log phase หรือในชวง 2-11 ชั่วโมงของการเลี้ยง หลังจากนั้นการเติบโต
ยังคงเพิ่มขึ้นแตเปนอยางชาๆ และคอย ๆ คงที่ที่ 13-24 ชั่วโมง ซ่ึงเปน stationary phase (รูปที่ 
15B) เม่ือเปรียบเทียบการวัดความขุนกับการนับเซลลที่เจริญบนอาหาร PCA พบวาแบบแผน
กราฟการเติบโตจะคลายกัน แมการวัดความขุนในชวงที่มีปริมาณเซลลมาก ทําใหตองเจือจาง
ตัวอยางซึ่งสงผลทําใหคาคลาดเคลื่อนไดบาง แตก็ไมตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
  เม่ือนําแบคทีเรีย V. harveyi ที่เลี้ยงในอาหารเหลวชวงกลางของ log phase คือ
เลี้ยงในอาหาร 5 ชั่วโมง ซ่ึงเปนชวงที่เซลลกําลังเติบโตดี อายุยังนอยและ active ไปฉีดกุง
ในชวง 5 x 106- 5 x 107 เซลล/ตัวกุง กลับพบวาปริมาณดังกลาวไมมีผลกระตุนทําใหระดับ
แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเปลี่ยนแปลง (ไมไดแสดงผลไว) ทั้งนี้เพราะแบคทีเรียที่เลี้ยงในชวง 
log phase แมเซลลจะ active แบงตัวเติบโตไดดี แตไมมีความคงทนตอสิ่งแวดลอมที่เปลี่ยนไป
เชนในตัวกุง ดังน้ันจึงตายไดงาย และมีผลคลายกับการฉีดกุงดวย V. Harveyi แบบ inactive 
ดังน้ันในการทดลองที่เหลือทั้งหมดจึงไดเลี้ยง V. harveyi  ในอาหารเหลวเปนเวลา 15 ชั่วโมง 
ซ่ึงจะไดเซลลแบคทีเรียที่แข็งแรงและทนตอสิ่งแวดลอม (ภายใตคําแนะนําของรองศาสตราจารย 






    
 




















รูปที่ 15   การเติบโตของแบคทีเรีย V. harveyi  ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB 
  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
      A  ความขุน (A640) ของ V. harveyi  ที่ชั่วโมงตางๆ จาก 3 การทดลอง 





































































5.2  การเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินตามเวลาหลังการฉีด V. harveyi   
         ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB   
 ในการหาเวลาที่ เหมาะสมในการตอบสนองของเลคติน จากการฉีดเชื้อ           
V. harveyi แบบ active ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB  ปริมาณ 5 x 106 เซลล/ตัวกุง ซ่ึงทดลอง
เชนเดียวกันกับการฉีดเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงใน TSA แลวเจาะฮีโมลิมฟจากกุงแตละตัวที่เวลา
ตางๆ คือเวลากอนฉีดและหลังการฉีดคือ 0, 6, 12, 18 ชั่วโมง พบวาแอคทิวิทีในการเกาะกลุม
เซลลเม็ดเลือดแดงกระตายของเลคตินในซีรัมมีคาเพิ่มขึ้นจากชั่วโมงที่ 0 (7,680 ± 61 หนวย/
มล.ซีรัม) ณ ชั่วโมงที่ 6 (13,824 ± 60 หนวย/มล.ซีรัม) และเพ่ิมสูงสุดอยางมีนัยสําคัญ ณ 
ชั่วโมงที่ 12 (33,254 ± 49 หนวย/มล.ซีรัม) จากนั้นมีคาลดลง ณ ชั่วโมงที่ 18 (17,894 ± 58
หนวย/มล.ซีรัม) ดังแสดงผลดังในรูปที่ 16 และตารางที่ 13 ซ่ึงกุงมีการตอบสนองตามเวลาใน

















รูปที่ 16   แอคทิวทิีของเลคตินในซรัีม ณ เวลาตาง ๆ หลังการฉีดกุงดวยเชื้อ  
 V. harveyi  ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ปริมาณ 5 x 106  เซลล/ตัวกุง 
  กุงที่ฉีดแบคทีเรีย ตัวละ 5 x 106 เซลล (N=4) 




ตารางที่ 13  แอคทิวทิีของเลคตินในซรัีม ณ เวลาตางๆ หลังการฉีดดวยเชื้อ V. harveyi  
                     ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ปริมาณ 5 x 106 เซลล/ตัวกุง  
 
Time after Injection 
injection Control (0.85% NaCl), N=7 V. harveyi, N=4 
(hour) Activity (U/ml) Fold Activity (U/ml) Fold 
0   7,680 ± 45 1.00   7,680 ± 61     1.00 
6         8,678 ± 21 1.13  13,824 ± 60     1.80 
12         8,294 ± 17 1.08       33,254 ± 49   **4.33 
18         7,680 ± 0 1.00       17,894 ± 58    *2.33 
 
ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + คาผิดพลาดมาตรฐานทีไ่ดจากการทดลอง 2 ครั้ง 




5.3  การเปลี่ยนแปลงระดับแอคทิวิทีของเลคตินตามปริมาณเชื้อ V. harveyi  
       ที่ฉีด 
  จากผลการทดลองในขอ 5.2 ที่พบวาระดับเลคตินในซีรัมของกุงซึ่งฉีดดวย     
V.  harveyi  ที่เลี้ยงในอาหารเหลวปริมาณ 5 x 106 เซลล/ตัวกุง มีคาแอคทิวิทีเพ่ิมขึ้นสูงสุดที่
ชั่วโมงที่ 12 จึงไดเลือกทําการทดลองตอโดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเลคตินใหครอบคุมเวลา 
12 ชั่วโมง ซ่ึงเปนเวลาที่เหมาะสมในการกระตุนใหระดับเลคตินเปลี่ยนแปลง ในการหาปริมาณ
เชื้อ V.  harveyi  ที่เหมาะสมในการกระตุนใหกุงตอบสนอง ทําการทดลองเชนเดียวกันกับ
การศึกษาปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารแข็ง TSA โดยขั้นตนฉีดกุงดวย harveyi แบบ 
active ที่เลี้ยงในอาหารเหลว ในชวง 5 x 106, 5 x 107, 5 x 108 และ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง 
หลังจากฉีดกุงพบวาเชื้อปริมาณ 5 x 108 และ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง ทําใหกุงออนแรงลงอยาง
รวดเร็ว กุงที่ฉีดดวยเชื้อ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง ตายภายใน 1 ชั่วโมงหลังฉีด สวนกุงที่ฉีดดวยเชื้อ 
5 x 108 เซลลตอตัวกุง ตายภายใน 6 ชั่วโมงหลังการฉีด ตางจากอาการของกุงที่ฉีดดวยเชื้อ    
V.  harveyi  ซ่ึงเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ปริมาณเทากันที่กุงคอย ๆ แสดงอาการติดเชื้อในเวลา
ที่นานกวาและไมตายภายใน 18 ชั่วโมง ดังน้ันจึงไดทําการทดลองตอดวยการฉีด V.  harveyi  
ที่เลี้ยงในอาหารเหลวดวยปริมาณที่นอยลงคืออยูในชวง 5 x 104, 5 x 105, 5 x 106 และ 5 x 107 
 84
เซลล/ตัวกุง และใชตัวกุงขนาดกลางตัวผู พบวาหลังการฉีด 6 ชั่วโมง กุงที่ฉีดดวยเชื้อ 5 x 107 
เซลล/ตัวกุง แสดงอาการออนเพลีย บางตัวนอนนิ่ง สวนกุงที่ฉีดดวย V.  harveyi  ปริมาณที่นอย
กวาไมแสดงอาการมากนัก  แตหลังการฉีด 12 ชั่วโมง กุงที่ฉีดดวยเชื้อปริมาณตางๆ เร่ิมแสดง
อาการออนแอมากขึ้นตามปริมาณเชื้อที่ฉีด กุงที่ฉีดดวยเชื้อ 5 x 104 เซลล/ตัวกุง ไมคอยแสดง
อาการออนแอมากนัก บางตัวมีอาการเปนปกติจนถึงชั่วโมงที่ 18 แสดงวาปริมาณเชื้อนอย
เกินไปที่จะทําใหกุงออนแอ   
เม่ือติดตามระดับของเลคตินในซีรัมของกุงเหลานี้ที่ฉีดดวย V.  harveyi  
ปริมาณตาง ๆ พบวากุงแตละชุดทุกปริมาณมีรูปแบบการตอบสนองของเลคตินในทํานอง
เดียวกัน ดังแสดงผลในตารางที่ 13 กลาวคือการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi  ในชวง 5 x 104,     
5 x 105, 5 x 106 และ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง สามารถกระตุนใหแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมมีคา
เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  95-99% เปน 1.60, 1.83, 1.80 และ 3.33 เทา 
ตามลําดับ เม่ือเทียบกับของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (รูปที่ 17) และเพ่ิมสูงสุดอยางมี
นัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  99% เปน 2.17, 3.35, 4.33 และ 6.83 เทา ตามลําดับ เม่ือเทียบกับ
ของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (รูปที่ 17) แตมีแอคทิวิทีลดลง ณ  18 ชั่วโมง หลังการฉีด โดย
มีคาเพิ่มอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน  95% เปน 0.50, 1.73, 2.33 และ 1.67 เทา ตามลําดับ 
เม่ือเทียบกับของกุงชุดเดียวกัน ณ ชั่วโมงที่ 0 (ตารางที่ 14 และรูปที่ 17) จะเห็นไดวากุงทดลอง
ทั้ง 4 ชุด มี การตอบสนองตอเชื้อในทํานองเดียวกันคือมีแอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้น ณ 
ชั่วโมงที่ 6 และเพิ่มสูงสุดที่ชั่วโมง 12 จากนั้นมีคาลดลงในชั่วโมงที่ 18 หลังการฉีด (รูปที่ 17) 
และเชนเดิมการฉีดกุงดวยน้ําเกลือไมทําใหระดับของเลคตินในซีรัมเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาที่
ทดลอง (รูปที่ 17E) 
  นอกจากนี้กุงมีการตอบสนองตอปริมาณเชื้อที่ใชฉีดอยางมีนัยสําคัญ โดยพบ
แอคทิวิทีของเลคตินในซีรัมเพ่ิมขึ้นแปรผันตามปริมาณเชื้อ V. harveyi ที่ใชฉีดและเพ่ิมสูงสุด
เม่ือใชเชื้อ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง (รูปที่ 17D และตารางที่ 14)   ดังจะเห็นไดวาคาแอคทิวิทีของ    
เลคตินในซีรัมของกุงชุดนี้มีการเพิ่มขึ้นมากกวาชุดอ่ืน ณ ที่ 6 (3.33 เทา) และ 12 ชั่วโมงหลัง
การฉีด (6.83 เทา) และลดลงอยูในระดับที่ใกลเคียงกันที่ชั่วโมงที่ 18 (1.67 เทา) ดังน้ันการฉีด
กุงดวย V. harveyi   ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ปริมาณ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง จึงเปนปริมาณที่












































































































































































































































รูปที่ 17   แอคทิวทิีของเลคตินในซรัีมของกุงทีฉ่ีดเชื้อ V. harveyi  ที่เลีย้ง 
ในอาหารเหลว TSB ปริมาณ 5 x 104 - 5 x 107  เซลล/ตัวกุง 













เม่ือพิจารณาคาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวย V. harveyi 
แบบ active ที่เลี้ยงในอาหารเหลว พบวาการฉีดกุงดวยปริมาณ 5 x 104, 5 x 105, 5 x 106 และ 
5 x 107 เซลล/ตัวกุง มีแนวโนมเชนเดียวกับคาแอคทิวิทีของเลคติน (หนวย/มล.ซีรัม, ตารางที่ 
14) กลาวคือในแตละชุดของกุงที่ฉีดเชื้อแตละปริมาณ คาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินมีรูปแบบ
แผนที่เหมือนกัน คือมีคาเพิ่มมากขึ้นที่ 6 ชั่วโมง และเพิ่มมากที่สุดที่ 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นมี
คาลดลงในชั่งโมงที่ 18 หลังการฉีด (ตารางที่ 15) เชนการฉีดกุงปริมาณ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง 
จะมีแอคทิวิทีจําเพาะ ณ ชั่วโมงที่ 0, 6, 12 และ 18 เปน 52.88 + 5.93, 193.16 + 10.26, 
555.34 + 9.58 และ 168.43 + 0 หนวย/มก.โปรตีน ตามลําดับ หรือคิดเปนปริมาณแอคทิวิที
จําเพาะที่เพ่ิมขึ้นเปน 1, 3.65, 10.50 และ 3.18 เทา ตามลําดับ ซ่ึงความแตกตาง ณ เวลาตางๆ 
น้ี เปนคาที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95-99% (ตารางที่ 15)  
นอกจากนี้ คาแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินเม่ือเปรียบเทียบที่เวลาเดียวกันหลัง
การฉีด จะมีคาเพิ่มขึ้นตามปริมาณเชื้อที่ใชฉีด ซ่ึงแสดงผลในตารางที่ 15 ดังเชน ณ ชั่วโมงที่ 12 
หลังการฉีดซึ่งเปนเวลาที่กุงตอบสนองดีที่สุด กุงที่ฉีดดวยเชื้อปริมาณ 5 x 104, 5 x 105,         
5 x 106 และ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง มีแอคทิวิทีจําเพาะเปน 223.85 + 6.14, 364.35 + 11.07, 
453.52 + 9.37 และ 555.34 + 9.58 หนวย/มก.โปรตีน หรือคิดเปนปริมาณแอคทิวิทีจําเพาะที่
เพ่ิมขึ้นเปน 3.77, 5.57, 7.60 และ 10.50 เทา ตามลําดับ ซ่ึงเปนคาที่มีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95-99% เม่ือเทียบกับของกุงชุดควบคุมซ่ึงมีคาแอคทิวิทีจําเพาะ
เพ่ิมขึ้นอยางไมมีนัยสําคัญ (87.00 + 2.90 หนวย/มก.โปรตีน, 1.36 เทา) เม่ือเทียบกับชั่วโมงที่ 















V. harveyi ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ปริมาณ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง เปนปริมาณที่เหมาะสมที่
ทําใหกุงตอบสนองไดดีที่สุดโดยติดเชื้อไดดีและไมทําใหกุงตายภายใน 18 ชั่วโมง  และเม่ือ
เปรียบเทียบกับระดับของเลคตินในซีรัมของกุงที่ฉีดดวยเชื้อที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA พบวา 
เม่ือใชปริมาณ V. harveyi  เทากันคือ 5 x 107 เซลล/ตัวกุง V. harveyi  ที่เลี้ยงในอาหารเหลว 
TSB สามารถกระตุนทั้งแอคทิวิทีและแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมใหมีคาเพิ่มขึ้นสูงกวา 
เชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงใน TSA ไมวาที่เวลา 6, 12 หรือ 18 ชั่วโมง หลังการฉีด (ตารางที่ 16)   






กลุมครัสเตเชียนจึงถูกกระตุนใหมีแอคทิวิทีเพ่ิมขึ้นในฮีโมลิมฟ   
ในสัตวไมมีกระดูกสันหลังจะไมมีระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะ ดังน้ันการปองกัน








(Christiane et al., 2004) โดยบริเวณผิวเซลลเหลานั้นมีรายละเอียดยอยๆ ที่บอกถึงความ
แตกตางของเชื้อจุลชีพแตละชนิด (Hao wang et al., 2007) แบคทีเรียแกรมลบสวนใหญมีกรด
ไซอะลิคหรือนํ้าตาลที่มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ แตลําดับการเรียงตัวของน้ําตาลแตกตางกัน
ในผนังเซลล เชน ในสายไกลแคนประกอบดวย NAcGlc และ NAcMur ตอกันดวยพันธะเบตา-
1,4-ไกลโคซิดิกสลับกันตลอดสาย (http://en.wikipedia.org/wiki/Peptidoglycan, retrived April 
13, 2008) สําหรับผนังเซลลของเชื้อ V. harveyi  มีโครงสรางประกอบดวยเยื่อบุชั้นนอกซึ่งมี
โครงสรางเชนเดียวกับเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก แตมีฟอสโฟลิพิดและโปรตีนนอย
กวา  ในแบคทีเรียบางชนิดพบวามีลิโพโพลีแซคคาไรดดวย และอาจเปนชนิดที่มี O-antigen 
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กอโรค  V. harveyi แตกลับเปลี่ยนแปลงเล็กนอยเม่ือกระตุนดวยแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ที่ลวนเปน
แบคทีเรียแกรมลบดวยกันทั้งสิ้น ยกเวนเชื้อไวรัส WSSV ซ่ึงอาจมีนํ้าตาลที่ไมจําเพาะตอเลคติน 
ของกุงแชบวย มีงานวิจัยตางๆ ที่ศึกษาเลคตินซ่ึงเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในสัตวกลุมครัสเต
เชียนและสวนใหญพบวาเลคตินในสัตวชนิดที่ศึกษาสามารถเกาะกลุมเซลลของเชื้อกอโรคได 
เชน Tunkijjanukij และคณะ (1999) พบเลคตินในหอยนางรม C. gigas สามารถทําใหแบคทีเรีย
กอโรค V. salmonicida, V. viscosus, และ V. wodanis เกิดการเกาะกลุมได สวนแบคทีเรีย    
V. anguillarum, V. ordalii และ S. putrefaciens เกาะกลุมไดเล็กนอย สวน Bulgakov และคณะ 
(2004) ศึกษาเลคตินในหอยกาบมะนิลา R. philippinarum พบเปนชนิดจับจําเพาะกับ 
hypnospore บริสุทธิ์ของเชื้อโปรโตซัว Perkinsus spp. ซ่ึงเปนเชื้อกอโรคในหอยชนิดนี้ได   
Gokudan และคณะ (1999) พบวาเลคตินในฮีโมลิมฟของแมงดาทะเล  T. tridentatus  ชนิด 
TLs-5 สามารถเกาะกลุมแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบบางชนิดได และมีความจําเพาะตอ
โมเลกุลที่ มีหมูอะซิติลเปนองคประกอบ เลคตินโมโนดินในกุงกุลาดําทําใหแบคทีเรีย                
V. vulnificus ที่กอโรคในกุงกุลาดําเกาะกลุมได (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990; 1992)  
สวน Luo และคณะ (2006) พบเลคตินในกุงกุลาดําชนิดที่มีความจําเพาะตอลิโพโพลีแซคคาไรด 
สามารถทําใหแบคทีเรียกอโรคในกุงกุลาดํา ซ่ึงไดแก M. lysodeikticus,  P. fluorescens, A. 
hydrophila, V. alginolyticus  และ V. parahemolyticus เกิดการเกาะกลุมได และการเกาะกลุม
เม็ดเลือดแดงของเลคตินชนิดนี้ถูกยับยั้งไดดวยลิโพโพลีแซคคาไรดที่มี O-antigen เปน
องคประกอบจาก E. coli O127:B8 แตไมถูกยับยั้งโดยลิโพโพลีแซคคาไรดของ E. coli EH100 
ซ่ึงไมมี O-antigen เปนองคประกอบ  Yang และคณะ (2007) ศึกษาเลคตินในกุงลายเสือพบวา
เปนเลคตินชนิด C มีความจําเพาะกับ NAcMan, NAcNeu และลิโพโพลีแซคคาไรด และ
สามารถทําใหเชื้อกอโรคในกุงลายเสือ เชน V. parahemolyticus, A. hydrophila, V. algino- 
lyticus และ M. lysodeikticus เกิดการเกาะกลุมได นอกจากเลคตินสวนใหญจะมีความจําเพาะ
ตอกรดไซอะลิคที่มักเปนสวนประกอบของผนังเซลลในแบคทีเรียแกรมลบซ่ึงทําใหเลคติน
สามารถทําใหเซลลเหลานี้เกิดการเกาะกลุมไดดีแลว เลคตินยังสามารถกระตุนใหระบบ
ภูมิคุมกันอ่ืน ๆ ทํางานไดเชน เลคตินจาก Japanese horseshoe crab และเลคตินจากแมลง
สาป (B. discoidalis) สามารถจับจําเพาะกับเบตา-1,3–กลูแคนจากยีสตและแบคทีเรียบางชนิด
ได จากนั้นจะกระตุนใหเกิดกระบวนการตอตานและทําลายโดยระบบโปรฟนอลออกซิเดส 
(KilpatricK, 2002) เลคตินจากหนอนใบยาสูบ (Manduca sexta) สามารถกระตุนใหระบบโปร
ฟนอลออกซิเดสทํางานไดเชนกัน (Yu et al., 2000 )  ในสัตวบางชนิดอาศัยความเปนพิษของ   
เลคตินเอง เชน เลคตินที่เปนพิษ (venom) ในหนาม (spine) ของหอยเมนทะเล T.  pileolus 
(Seike et al., 1992) มีรายงานวาเม่ือเลคตินจับกับเซลลแปลกปลอมกระตุนใหมีการจับของ
เซลลฟาโกไซทในกระบวนการออปโซไนซ เพ่ือทําลายเซลลแปลกปลอม เชนในกุงกุลาดํา มี
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รายงานพบเลคตินที่จําเพาะตอลิโพโพลีแซคคาไรดสามารถทําใหเกิดการออปโซไนซและนําไปสู




6.  ผลการยับยั้งของลามนิารินตอการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงของเลคตินในซีรัม 
      เม่ือทดสอบผลการยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายของเลคตินในซีรัม
ของกุงแชบวยดวยลามินาริน (laminarin) ซ่ึงเปนเบตา-1,3-กลูแคน ที่ความเขมขนในชวงตาง ๆ 
พบวาความเขมขนที่ยับยั้งการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงได 100% คือ 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
แสดงใหเห็นวาเลคตินในซีรัมของกุงแชบวยมีความจําเพาะตอเบตา-1,3-กลูแคนดวย เบตา-1,3-
กลูแคนที่อยูบริเวณผิวเซลลของจุลชีพเปนตัวกระตุนใหสัตวทั้งมีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูก
สันหลังเกิดการตอตานสิ่งแปลกปลอมที่บุกรุกดวยวิธีตางๆ ทางชีวภาพ เชน ในสัตวมีกระดูกสัน
หลัง เบตา-1,3-กลูแคนที่จับอยูกับเลคตินหรือโปรตีนอ่ืนๆ เปนตัวริเริ่มใหเกิดวิถีตางๆ ใหเซลล
แมคโครฟาจและโมโนไซท (monocyte) กําจัดเซลลแบคทีเรียหรือพาราไซทอ่ืนๆ (Bögwald      
et al., 1982; Diluzio et al., 1979)  ในขณะเดียวกัน  เลคตินในสัตวไมมีกระดูกสันหลังเขาจับอยาง
จําเพาะกับเบตา-1,3-กลูแคนของเซลลบุกรุก กอใหเกิดการตอตานการรุกรานของเห็ด รา หรือ
ยีสตได (Unestam et al., 1977) และยังกระตุนใหเกิดการเกาะกลุมของเซลลสิ่งแปลกปลอมใน
แมงดาทะเลดวย (Morita et al., 1981) สวนในแมลงสาบ Blaberus craniifer และ  Bombyx 
mori รวมถึงกุงนาง เบตา-1,3-กลูแคนสามารถกระตุนเอนไซมฟนอลออกซิเดสใหมีแอคทิวิที
เพ่ิมขึ้น (Duvic et al., 1990; Ochiai et al., 1988)  เลคตินจากแมลงสาบ B. discoidalis 
สามารถจับจําเพาะกับเบตา-1,3–กลูแคนจากยีสต (baker’s yeast, Saccharomyces 
cerevisiae) และแบคทีเรียบางชนิดได จากน้ันจะกระตุนใหเกิดกระบวนการตอตานและทําลาย














ตอบสนองของกุงตอการกระตุนดวยแบคทีเรียกอโรค V. harveyi ตามเวลาและตามปริมาณของ
เชื้อที่ใชฉีดกระตุน รวมทั้งการศึกษาผลของการฉีดเชื้อ V. harveyi และจุลชีพอ่ืนๆ ที่มีตอระดับ
แอคทิวิทีและแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินในซีรัมและในตับ ในงานวิทยานิพนธน้ีสามารถสรุป
ผลไดดังน้ี 
 1.  สามารถทําใหเลคตินบริสุทธิ์จากซีรัมไดโดยโครมาโตกราฟแบบจําเพาะ
ดวยคอลัมน Fetuin-agarose 2 ครั้ง แยกไดความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น 1,898 เทา และคิดเปน 25% 
ของเลคตินในซีรัมเริ่มตน  และปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียวในโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทร
ฟอรีซิสแบบไมแปลงสภาพ 
2.  ลามินารินความเขมขนต่ําสุด 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สามารถยับยั้งเลคติน
ในซีรัมในการเกาะกลุมเม็ดเลือดแดงกระตายได 100% 
     3.  พบเลคตินมีคาแอคทิวิทีสูงสุดในซีรัม รองลงมาคือตับและรังไข พบบางใน
กระเพาะและลําไส  แตไมพบแอคทิวิทีของเลคตินในกลามเนื้อ หัวใจ รวมถึงสารสกัดฮีโมไซท 
 4.   ในการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi ในชวง 2-5 x 107 และในชวง 5 x104 -    
5 x 109  เซลล/ตัวกุง พบวากุงที่ฉีดเชื้อทุกปริมาณมีการตอบสนองการติดเชื้อ V. harveyi ตาม
เวลา กลาวคือมีแอคทิวิทีและแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินเม่ือเทียบกับเวลากอนฉีด (ชั่วโมงที่ 0) 
มีคาเพิ่มขึ้น ณ ชั่วโมงที่ 6 และเพิ่มสูงสุด ณ ชั่วโมงที่ 12 หลังการฉีด อยางมีนัยสําคัญที่ความ




5. จากการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi ปริมาณเดียวกันในกุงขนาดเล็ก (15-25 
กรัม) ขนาดกลาง (26-35 กรัม) และขนาดใหญ (36-50 กรัม) พบวามีการตอบสนองตอการ
กระตุนไมแตกตางกัน แตกุงขนาดกลางเหมาะตอการศึกษาการตอบสนองตอการติดเชื้อตลอด
ชวงเวลาของการศึกษามากกวาขนาดอื่น เพราะหาไดงายและแข็งแรงเพียงพอ  
6.  จากการฉีดกุงดวยเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA ปริมาณตางๆ 
ในชวง 5 x106 - 5 x 109  เซลล/ตัวกุง เทียบกับการฉีดกุงดวย V. harveyi  ที่เลี้ยงในอาหาร
เหลว TSB ในชวง 5 x104 - 5 x 107  เซลล/ตัวกุง พบวากุงทุกชุดการทดลองมีการตอบสนอง




กอนฉีดและเพิ่มสูงสุดที่ 12 ชั่วโมงหลังการฉีด นอกจากนี้พบวาเลคตินในซีรัมมีระดับแอคทิวิที
เพ่ิมขึ้นตามปริมาณเชื้อที่ใชกระตุน และเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB มีความ 
สามารถในการกระตุนกุงแชบวยไดสูงกวาเชื้อ V. harveyi ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA เม่ือเทียบ
จากการใชปริมาณเชื้อที่เทากันในการฉีดกุง โดยเชื้อ V. harveyi ปริมาณ 5 x 109 และ 5 x 107  
เซลล/ตัวกุง สําหรับเชื้อที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA และที่เลี้ยงในอาหารเหลว TSB ตามลําดับ 
จัดเปนปริมาณที่เหมาะสมในการใชกระตุนการตอบสนองของกุงแชบวย ซ่ึงทําใหกุงติดเชื้อไดดี 
และไมทําใหกุงตายภายในเวลา 18 ชั่วโมง  
7.  จากการติดตามระดับแอคทิวิทีและแอคทิวิทีจําพาะของเลคตินในซีรัมของ
กุงที่ฉีดดวยแบคทีเรียชนิดตางๆ ซ่ึงมีทั้งที่กอโรคและไมกอโรคกุง และเลี้ยงบนอาหารแข็ง TSA
ในปริมาณที่เทากันคือ 5 x 109 เซลล/ตัวกุง รวมทั้งการฉีด WSSV ปริมาณ 10-5 เทาของหัวเชื้อ
พบวาแอคทิวิทีของเลคตินในกุงที่ฉีดดวยเชื้อกอโรค V. harveyi แบบ active มีคาเพิ่มขึ้นอยางมี
นัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 99% เปน 5.43 เทา ที่ 12 ชั่วโมงหลังการฉีด  เม่ือเปรียบเทียบกับของ
กุงที่ฉีด V. harveyi แบบ  inactive ซ่ึงมีคาเพิ่มขึ้นเพียง 1.94 เทา ที่ใกลเคียงกับระดับของ     
เลคตินในกุงที่ฉีดดวยแบคทีเรียไมกอโรค V. cholerae และ E. coli รวมถึง WSSV ที่มีคา
เพ่ิมขึ้น 2.00, 2.23 และ 1.25 เทา ตามลําดับ ณ เวลาเดียวกัน  บงชี้วาเลคตินเปนโปรตีนที่ถูก
กระตุนใหตอบสนองตอการติดเชื้อกอโรคที่จําเพาะและมีบทบาทเกี่ยวของกับการปองกันตนเอง
ของกุงแชบวยตอเชื้อกอโรคที่รุกราน เชน V. harveyi แตไมมีผลกับแบคทีเรียไมกอโรคในกุง
แชบวย เชน E. coli, V. cholerae  หรือ WSSV 
    8. ตับของกุงที่ถูกกระตุนดวยเชื้อ V. harveyi แบบ active พบวามีแอคทิวิที
จําเพาะเพิ่มขึ้นมากสุดคือ 1.81 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับของตับในกุงชุดควบคุมที่ฉีดดวย
นํ้าเกลือ สวนตับของกุงที่ฉีดดวยเชื้อ V. harveyi แบบ inactive, V. cholerae, E. coli และไวรัส 
WSSV พบวามีแอคทิวิทีจําเพาะของเลคตินเปลี่ยนแปลงนอยมาก แสดงใหเห็นวาตับอาจเปน
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1.   อาหารนับเชื้อ PCA (Plate count agar) ที่มี 1.5% NaCl ประกอบดวย 
PCA    23.5 กรัม 
NaCl   15  กรัม 
นํ้ากลั่นปริมาตร  1,000  มิลลิลิตร  
  ละลายสวนผสมอาหารเลี้ยงเชื้อในน้ํากลั่น นําไปนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) เปน
เวลา 15 นาที ที่ความดัน 15 psi  อุณหภูมิ 121°ซ จากนั้นนําไปวางในอางน้ํารอน (water bath) 
ที่อุณหภูมิ 50°ซ เพ่ือลดอุณหภูมิใหเหมาะสมแลวนําเทใสเพลทแกวที่น่ึงฆาเชื้อและอบใหแหง
หรือเทใสเพลทพลาสติก ตากจนอาหารแข็งและแหงเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเช้ือในถุงพลาสติก
สะอาด ที่ 4°ซ ไวสําหรับใชตอไป ซ่ึงเตรียมไวใชไดเปนเวลา 2 สัปดาห    
 
2.  อาหารคัดเลือกเชื้อ TCBS (Thiosulphate citrate bile salt sucrose) Agar  
ประกอบดวย 
  TCBS Agar    89.0   กรัม 
นํ้ากลั่นปริมาตร  1,000  มิลลิลิตร  
  ละลายอาหารเลี้ยงเชื้อในน้ํากลั่น เขยาใหเปนเนื้อเดียวในขวดดูแรน (duran) ที่
ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ตมใหเดือด ตั้งทิ้งไวจนอุณหภูมิ 50°ซ เพ่ือลดอุณหภูมิใหเหมาะสม แลว
นําไปเทใสเพลทแกวที่น่ึงฆาเชื้อและอบใหแหงหรือเทใสเพลทพลาสติก ตากจนอาหารแข็งและ
แหงเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเชื้อในถุงพลาสติกสะอาด ที่ 4°ซ ไวสําหรับใชตอไป ซ่ึงเตรียมเก็บไว
ใชไดเปนเวลา 2 สัปดาห 
  หมายเหตุ : การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS ไมตองน่ึงฆาเชื้อดวยหมอความ
ดัน หรือตมอาหารเลี้ยงเชื้อดวยไมโครเวฟ เพราะจะทําใหคุณสมบัติของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 
 
3.  อาหารเหลว  TSB (Tryptic soy broth) ประกอบดวย 
  TSB Soybean-Casein Digest Medium  12   กรัม 
  NaCl      6      กรัม 
นํ้ากลั่นปริมาตร     400  มิลลิลิตร  
ละลายสวนผสมในน้ํากลั่น ในขวดดูแรนขนาด 500 มิลลิลิตร เขยาและนําไปให
ความรอนโดยไมโครเวฟ เบาๆ จนสวนผสมละลายไมจับกันเปนกอน แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ เปน
เวลา 15 นาที ที่ความดัน 15 psi  อุณหภูมิ  121°ซ  หลัจากนั้นเขยาเบาๆ เพ่ือใหสวนผสมเขา
กันดีและพยายามไมใหมีฟองอากาศ จากนั้นเทอาหารเลี้ยงเชื้อน้ีใสกระบอกตวง ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร แลวเทใสขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร และปดขวดใหสนิทดวย foil ที่พับสองชั้น
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เพ่ือกันขาด สวนอาหาร TSB ที่เตรียมสําหรับใชเลี้ยงเชื้อเพ่ือเปนหัวเชื้อ (stock) เตรียมโดยเท
ใสกระบอกตวงปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลวเทใสหลอดเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อขนาด 5 มิลลิลิตร ปด
ฝาใหแนน จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิหองไวสําหรับใชเลี้ยงขยายเชื้อตอไป ซ่ึงเตรียมเก็บไวใชได
เปนเวลา 2 สัปดาห 
 
4.  อาหารแข็ง TSA (Tryptic soy agar)  ประกอบดวย 
TSB Soybean-Casein Digest Medium     12  กรัม 
  Agar      6  กรัม   
NaCl      6  กรัม 
นํ้ากลั่นปริมาตร     400  มิลลิลิตร  
  ละลายสวนผสมในน้ํากลั่นในขวดดูแรนขนาด 500 มิลลิลิตร เขยาและนําไปให
ความรอนโดยไมโครเวฟ เบาๆ จนสวนผสมละลายไมจับกันเปนกอน นําไปนึ่งฆาเชื้อเปนเวลา  
15 นาที ที่ความดัน 15 psi  อุณหภูมิ  121°ซ  ตั้งทิ้งไวจนอุณหภูมิ 50°ซ เพ่ือลดอุณหภูมิให
เหมาะสม จากนั้นเทใสเพลทแกวที่น่ึงฆาเชื้อและอบใหแหงหรือเพลทพลาสติก ตากจนอาหาร
แข็งและแหงเก็บรักษาอาหารเลี้ยงเช้ือในถุงพลาสติกสะอาด ที่  4°ซ ไวสําหรับใชตอไป ซ่ึง
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